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RIJKSLANDBOUWPROEFSTATION HOORN 
DE ONTLEDING VAN CITROENZUUR DOOR BOTER-
AROMABACTERIËN 
DOOR 
J. VAN BEYNUM en J. W. PETTE 
(Ingezonden 17 Februari 1938) 
1. Inleiding 
Het typische aroma, dat eigen is aan geurige boter en goed zuursel, ontstaat 
door de gelijktijdige werking van twee bacteriesoorten uit de groep der melk-
zuurbacteriën, n.1. Streptococcus lactis (of -cremoris) en Betacoccus cremoris. 
De eerstgenoemde, de typische melkzuurvormende bacterie der Nederland-
sche zuivel, veroorzaakt de zuring van de zuurselmelk en den room door de 
omzetting van melksuiker in melkzuur, de tweede, de eigenlijke aromabacterie, 
vormt in melk slechts onbeteekenende hoeveelheden melkzuur. 
Ieder dezer twee bacteriesoorten, welke wij in het vervolg dus noemen 
melkzuurbacteriën (Streptococcen) en aromabacteriën (betacoccen), vormt 
in melk alleen gekweekt geen aroma. De cultures der melkzuurbacteriën 
hebben meestal een onaangenamen melkzuurgeur, welken wij met „goor" 
bestempelen. Niet alle stammen hebben dezen geur in even sterke mate. 
Cultures van aromabetacoccen hebben een volkomen neutralen geur, die prac-
tisch niet afwijkt van dien van melk. 
Hoewel dus alleen aromavorming geconstateerd wordt in mengcultures 
van de genoemde twee bacteriesoorten, kon aangetoond worden, dat het toch 
alleen de aromabetacoccen zijn, die het aroma vormen. Het gelukte n.1. ook 
aromaproductie te krijgen door de aromabetacoccen te kweeken in melk, 
waaraan een zekere hoeveelheid van een of ander zuur was toegevoegd (VAN 
BEYNUM 1) ). Bij gebruik van b.v. melkzuur wordt aromageur aan de melk-
cultures geconstateerd in het gebied van ongeveer 4 tot 7 ml n/10 per 100 ml 
melk. Hierbij was dus de werking der melkzuurbacteriën vervangen door de 
toevoeging van zuur. Omgekeerd kunnen wij bijgevolg ook zeggen, dat de 
werking der melkzuurstreptococcen in het aromavormingsproces bij een meng-
cultuur alleen berust op het scheppen van een milieu, dat gunstig is voor de 
vorming der geurstoffen door de aromabacteriën. Als gevolg van deze opvat-
ting, dat de melkzuurstreptococcen als eenige functie het zuurmaken van de 
melk hebben, behoeft het niet te verwonderen, dat wij geen verschil vonden 
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tusschen mengcultures, waarin de melkzuurstreptococcus van het type Sc. 
cremoris en die, waar hij van het type Sc. lactis was (VAN BEYNUM en PETTE 2). 
Behalve de vorming van aroma kennen wij als belangrijkste proces van de 
aromabacteriën in melk de ontleding van citroenzuur. Het in de melk van 
nature aanwezige citroenzuur wordt in reincultuur van aromabetacoccen bij 
21° C in een tijdsverloop van 15 tot 30 dagen ontleed. In zuurgemaakte melk 
geschiedt de ontleding zeer veel sneller, blijkbaar zelfs vlugger naarmate de 
zuurgraad hooger is, voor zoover ten minste de zuurgraad niet te hoog voor 
ontwikkeling der bacteriën is. De aromabetacoccen kunnen onder gunstige 
omstandigheden zeer groote hoeveelheden citroenzuur ontleden (VAN BEYNUM 
1), zoodat de naam Streptococcus citrovorus, gegeven door HAMMEB, zeer 
gerechtvaardigd is. Niet alleen in reincultuur in zuurgemaakte melk, doch ook 
in mengcultuur met melkzuurstreptococcen, wordt het citroenzuur door de 
aromabacteriën snel ontleed, omdat onder deze omstandigheden de melkzuur-
streptococcen het milieu op den voor snelle citroenzuurafbraak vereischten 
zuurgraad brengen. 
De melkzuurstreptococcen laten het citroenzuur onaangetast, gelijk men 
ziet uit tabel 1, waar enkele cijfers uit een grooter aantal worden vermeld. 
TABEL 1 
Stam Geënt Bepaald na 
% citroenzuur 1 aq. 
i n 
cultuur 
in 
contrôle 
Streptococcus G 
J 
Sc. cremoris I . 
Sc. lactis 45 . . 
8-11 '26 
8-11 '26 
8-11 '26 
12- 6 '33 
9- 3 '33 
31- 3 '33 
7 dagen 
11 
16 
15 
4 
4 
0,192 
0,194 
0,193 
0,176 
0,195 
0,208 
0,192 
0,194 
0,194 
0,180 
0,199 
0,213 
Deze bepalingen werden gedaan in centrifugemelk, volgens een vroeger 
beschreven methode 1), waarin de bacteriën bij 21° C gekweekt werden. 
Na 1 of 2 dagen waren deze cultures gestremd door het gevormde zuur. 
Toch komen in de natuur Streptococcen voor, die tijdens hun melkzuur-
gisting het citroenzuur met groote snelheid ontleden. Deze, welke door ons 
beschreven werden (VAN BEYNUM en PETTE 2) onder den naam Streptococcus 
citrophilus en welke veel overeenkomst vertoonen met Sc. diacetilactis van 
MATUSZEWSKI c.s. 3), ontmoet men naar onze ervaring slechts zelden. In zuur-
sels hebben wij deze Streptococcen nog niet aangetroffen. 
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Nu wij tot de conclusie gekomen zijn, dat de twee belangrijkste processen 
door de aromabetacoccen uitgevoerd ontleding van citroenzuur en vorming 
van aromatische stoffen zijn, ligt het voor de hand nader te bestudeeren in 
hoeverre een verband tusschen deze twee processen aanwezig is, m.a.w. of de 
aromastoffen ontledingsproducten van het citroenzuur zijn. 
In het algemeen wordt tegenwoordig het citroenzuur beschouwd als de 
bron van het aroma. Hiervoor bestaan verschillende aanwijzingen. Kweekt men 
b.v. de aromabetacoccen in melk, welke met citroenzuur is aangezuurd, dan 
krijgt men een veel krachtiger aroma dan bij aanzuring met eenig ander zuur 
(VAN BEYNUM 1). Duidelijker bewijs werd nog verkregen met cultures van 
aromabetacoccen in vleeschbouillon met glucose of lactose, waarin bij toe-
voeging van citroenzuur wel aroma, doch bij toevoeging van melkzuur geen 
aroma verkregen werd (VAN BEYNUM 1). Een aanwijzing voor dit verband 
wordt ook geboden door de zeer snelle omzetting van het citroenzuur in 
zuurgemaakte melk, gecombineerd met het feit, dat aroma alleen maar in 
zuur milieu ontstaat. 
Behalve het aantoonen van het verband tusschen citroenzuur en aroma-
vorming moet ook van bijzonder belang geacht worden een meerdere kennis 
over de wijze waarop het aroma uit het citroenzuur ontstaat, opdat een beter 
inzicht in het ingewikkelde probleem der aromavorming verkregen wordt. 
Een beter inzicht in de wijze waarop het aroma gevormd wordt, is wel zeer 
noodig voor de verklaring van diverse verschijnselen, welke bij de aroma-
vorming voorkomen en is ook onontbeerlijk om op juiste wijze goede zuursels 
voor de boterbereiding te kunnen samenstellen. 
2. Stoffen, welke door de werking der aromabetacoccen in melk ontstaan 
De ontledingsprocessen der aromabacteriën in melk zijn tamelijk complex. 
De vorming van een kleine hoeveelheid linksdraaiend melkzuur zullen wij 
moeten toeschrijven aan de ontleding van lactose. Waarschijnlijk worden ook 
de melkeiwitten eenigermate aangetast, daar sommige stammen, na gedurende 
enkele weken in melk gekweekt te zijn, deze melk zoodanig hebben veranderd, 
dat bij hooge temperatuur stremming optreedt. 
Voor de vorming van het aroma zijn van belang de vluchtige zuren en het 
diacetyl met hieraan verwante stoffen. 
1. Vluchtige zuren 
Door de aromabacteriën worden koolzuur en azijnzuur geproduceerd. Deze 
zuren hebben ongetwijfeld belang voor den geur van zuursels, daar zij de oor-
zaak zijn van den frisschen en licht zuren geur en smaak (VAN BEYNUM en 
(3) C 3 
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P E T T E 2). HAMMER 4) acht het onts taan van azijnzuur een voor de 
aromabacteriën zóó typisch kenmerk, da t hij er deze bacteriën mee 
identificeert. Streptococcus lactis en Sc. cremoris vormen nl. practisch geen 
azijnzuur. 
Koolzuur en azijnzuur worden door de aromabacteriën zoowel in zuur 
als in neutraal milieu geproduceerd, in het eerste snel, in het laatste langzaam 
en de hoeveelheid koolzuur is in beide omstandigheden gelijk. Practisch bleek 
ook de hoeveelheid azijnzuur, in neutraal en in zuur milieu gevormd, van 
dezelfde orde van grootte te zijn (VAN B E Y N U M 1). 
HAMMER vond, da t bij toevoeging van citroenzuur een hooger gehalte 
aan azijnzuur onts taat en VAN B E Y N U M 1) vond bij proeven, waarbij aan de 
melk al of niet citroenzuur werd toegevoegd, een zoodanig verband, da t blijk-
baar uit 1 molecule citroenzuur ongeveer 2 moleculen koolzuur en 1% mole-
cule azijnzuur ontstonden. De hiervoor noodige nauwkeurige azijnzuurbepa-
lingen werden mogelijk gemaakt door een destillatiemethode, waarbij de be-
paling rechtstreeks in de cultuurvloeistof (melk) kon geschieden 5). 
2. Diacetyl en verwante stoffen 
Door VAN N I E L , R L Ü Y V E R en D E R X 6) werd in zuursels acetylmethyl-
carbinol aangetoond. Deze stof, CH3.CO.CHOH.CH3, wordt door hen beschouwd 
als de moederstof van he t diacetyl, CH3.CO.CO.CH3, hetwelk door oxydatie 
uit het carbinol gevormd zou worden. Zij vonden, da t het diacetyl den typi-
schen aromageur aan zuursels en boter verleent. Bij het onderzoek van zuursels 
en bij de bestudeering der aromavraagstukken is dus het aantoonen van acetyl-
methylcarbinol en diacetyl van groot belang. 
Door HAMMER 7) werd ook het butyleenglycol, CH3 .CHOH.CHOH.CH3 , 
een reductieproduct van acetylmethylcarbinol, in zuursel gevonden. 
Deze 3 stoffen, welke chemisch nauw met elkander verwant zijn, kunnen wij 
samenvatten onder den naam van C4-stoffen of C4-producten, daar bij alle het 
molecule een keten van 4 koolstofatomen heeft. Wij bespreken deze 3 stoffen 
hieronder afzonderlijk. 
a. H e t d i a c e t y l 
Deze stof bepaalt den typischen aromageur en is dan ook in de naar aroma 
riekende cultures aanwezig. Men kan het diacetyl aantoonen met de bekende 
reactie van LEMOIGNE—VAN N I E L 8), door destillatie van de t e onderzoeken 
cultuur zonder toevoeging van ferrichloride. He t destillaat wordt opgevangen 
in nikkelreagens, da t met diacetyl reageert onder vorming van nikkeldimethyl-
glyoxim. Het is noodzakelijk om de destillatie in een koolzuurstroom uit te 
(4) C 4 
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voeren, daar in een destilleerapparaat, gevuld met lucht, een deel van het 
acetylmethylcarbinol, dat in de cultuur aanwezig kan zijn, bij de hooge destil-
latietemperatuur tot diacetyl geoxydeerd wordt. 
Over het ontstaan van diacetyl bestaat in de literatuur de opvatting, dat 
het gevormd wordt door oxydatie van acetylmethylcarbinol met behulp van 
luchtzuurstof. Of het juist is het carbinol als grondstof te beschouwen laten wij 
voorloopig in het midden. In ieder geval is de medewerking der luchtzuurstof 
bij de vorming van het diacetyl noodig. 
Zoo is het een bekend verschijnsel, dat bij omroeren van een aromatisch 
zuursel de aromageur practisch geheel verdwijnt. Dit wijst erop, dat het aroma 
alleen maar in de bovenste laag aanwezig is. Kweekt men een zuursel met goede 
aromatische eigenschappen in diepe laag in glazen buizen en snijdt men deze 
buizen in het midden door, dan vertoont het versehe grensvlak niet den ge-
ringsten aromageur. Ook bij kweeken in gesloten fleschjes wordt de geur van 
diacetyl nooit waargenomen. Onder omstandigheden, waarbij luchttoevoer 
is uitgesloten, wordt dus geen diacetyl gevormd. Dit kon ook chemisch aan-
getoond worden. 
Op 19 Februari 1935 werd in een groote kolf centrifugemelk gepasteuri-
seerd en afgekoeld, terwijl er een waterstofstroom door de kolf (doch niet door 
de melk) geleid werd. Na enting met een goede mengcultuur werd gezuurd 
met een waterstofatmosfeer in de kolf. Open contrôlekolven werden bij dezelfde 
temperatuur geplaatst om de mogelijkheid van aromavorming te kunnen 
nagaan. Deze waren (met kleinere hoeveelheden) op dezelfde wijze gepasteu-
riseerd en geënt. Na 24 uur, toen de helft van het citroenzuur was ontleed, 
hadden de contrôlekolven een duidelijken aromageur. De in een waterstof-
atmosfeer gezuurde cultuur was neutraal van geur. Diacetyl was dan ook 
afwezig en kon zelfs bij destillatie van 500 ml in een koolzuurstroom niet 
aangetoond worden. Bij kweeken van een andere combinatie in melk in een 
koolzuuratmosfeer op 8 December 1933 was eveneens de afwezigheid van 
diacetyl geconstateerd (nu onderzocht na 4 dagen). Dat hierbij toch een krach-
tige werking der aromabacteriën had plaats gehad, bewees het hooge 
gehalte aan acetylmethylcarbinol. Ook in cultures van Sc. citrophilus 
vormt zich bij aerob kweeken een weinig diacetyl, bij anaerob kweeken 
echter niet 
Daar het diacetyl dus bij afwezigheid van zuurstof niet ontstaan kan, 
moet dus, gelijk hierboven reeds.op andere gronden waarschijnlijk gemaakt 
was, bij cultures in eenigszins diepe lagen gekweekt, het diacetyl alleen maar 
in het oppervlak gevonden worden. Bij een proef van 13 Maart 1935 werd 
centrifugemelk in een glazen cylinder, voorzien van zijdelings op verschillende 
hoogten aangebrachte openingen, gezuurd met een mengcultuur. Na 1 en 
(5) C 5 
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2 dagen werden verschillende lagen onderzocht, waarbij de bovenlaag duidelijk 
diacetylreactie gaf. De midden- en onderlagen bevatten den eersten dag 
minieme sporen diacetyl, doch den tweeden dag was het hierin afwezig. In 
overeenstemming daarmede was dan ook de geur in deze lagen neutraal, 
terwijl de bovenlaag aromageur had. 
b. H e t a c e t y l m e t h y l c a r b i n o l 
De ervaring heeft geleerd, dat het acetylmethylcarbinol als omzettings-
product der aromabacteriën in aanmerkelijk grootere hoeveelheden in de 
cultures voorkomt dan het diacetyl. Het is dus in het algemeen eenvoudiger 
om met behulp van het acetylmethylcarbinol de werkzaamheid der aroma-
bacteriën aan te toonen. 
Bij de bepaling van het acetylmethylcarbinol wordt het diacetyl altijd 
medebepaald. Bij de methode LEMOIGNE-VAK NIEL 8), waarbij het carbinol 
door ferrichloride tot diacetyl geoxydeerd wordt, gaat bij destilleeren in het 
nikkelreagens dus zoowel dit diacetyl als het reeds in de cultuur aanwezige 
over. Bij de kreatinereactie 9), waarbij door schudden van de cultuur met 
loog en kreatine door roodkleuring de aanwezigheid van acetylmethylcarbinol 
aangetoond wordt, reageert diacetyl evenzeer mee. Belangrijke fouten geeft 
dit evenwel niet in de carbinolbepaling, daar de diacetylconcentraties altijd 
zeer gering zijn. 
Bij de in dit artikel vermelde cijfers der carbinolbepalingen moet men dus 
steeds bedenken, dat zij eigenlijk de som van acetylmethylcarbinol en diacetyl 
beteekenen. 
Evenals de aromatische geur is het ontstaan van acetylmethylcarbinol 
gebonden aan een zekeren zuurgraad van de melk. Kweekt men de aroma-
betacoccen in gewone gesteriliseerde melk, dan vormt zich geen acetylmethyl-
carbinol, gelijk ons duidelijk bleek bij proeven in 1932, waarbij 7 stammen 
onderzocht werden. De 7-dagen-oude cultures van deze stammen werden 
vóór de destillatie met FeCl3 aangezuurd met melkzuur. Ook bij bepalingen 
in 1933, waarbij na 3 dagen kweeken bij 21° C onderzocht werd, werd steeds 
een negatief resultaat verkregen. Zelfs bij toevoeging van 1 druppel 
gist-autolysaat per 30 ml melk, waardoor de activiteit der bacteriën sterk 
verhoogd wordt, kon geen acetylmethylcarbinol in de cultures worden aange-
toond. 
Ent men daarentegen de aromabacteriën in met melkzuur zuurgemaakte 
melk, dan wordt duidelijk acetylmethylcarbinol gevormd. Speciaal daartoe 
in 1932 en 1933 ingezette proeven gaven een duidelijke reactie bij verschillende 
stammen, welke geënt waren in melk met 5,3 ml n/l melkzuur per 100 ml melk. 
(6) C 6 
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Het ontstaan van acetylmethylcarbinol is onafhankelijk van den invloed, 
welken de toetreding of afsluiting van luchtzuurstof zou kunnen hebben. 
Het wordt dus ook in anaerobe cultures van aromabacteriën in zuurgemaakte 
melk gevonden. Bij een proef van 8 Juni 1933 kon in cultures van 6 aroma-
bacteriënstammen in melk met 5 ml n/l melkzuur per 100 ml melk in gesloten 
en geheel gevulde fleschjes na 1 week in alle acetylmethylcarbinol aangetoond 
worden. 
Onderzoekt men een cultuur, waar de bacteriën in buizen, dus in een 
diepe laag gekweekt worden, zoodat bovenin een aerobe en onderin een 
anaerobe toestand heerscht, dan vindt men geen verschil in het gehalte 
aan acetylmethylcarbinol in de bovenlaag en de onderlaag. Bij de proef 
van tabel 2 werden verschillende combinaties van melkzuurstreptococcen 
en aromabetacoccen gebruikt. Het cijfer geeft den melkzuurbacteriën-
stam en de letter den aromabacteriënstam aan. N°. 21 is een stam van 
Sc. citrophilus. 
TABEL 2 
Combinaties, geënt in diepe laag melk op 15/6 '33. Gekweekt bij 21° C 
Bepaald als Ni-dimeihylglyoxim. Hoeveelheid geschat 
Combinatie Onderzocht 
op 
Acetylmethylcarbinol 
Bovenlaag Onderlaag 
IV + a l 
IV + d 
XVI + a 
XVI + d 
21 . . . . 
24/6 
24/6 
24/6 
24/6 
21/6 
+ + + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
Bij vroegere proeven werd opgemerkt, dat de aromageur in zuurgemaakte 
media dikwijls na verloop van tijd verminderde en ten slotte geheel verdween 
(VAN BEYNTJM 1). Dit verdwijnen van het aroma vindt bij lagere zuurgraden 
sneller plaats dan bij hóoge zuurgraden. Een bewaring van het aroma kon 
verkregen worden door na de vorming de cultuur zóó zuur te maken, dat groei 
der bacteriën onmogelijk werd. Dit wijst erop, dat de aromabacteriën in staat 
zijn eenmaal gevormd aroma weer te vernietigen. 
Ook het acetylmethylcarbinol wordt tegelijkertijd met het aroma ver-
nietigd. Tabel 3 geeft het resultaat van de cultuur van de aromabacteriën 
a l en d in melk, welke met verschillende hoeveelheden melkzuur is zuur-
gemaakt. 
(7) C 7 
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TABEL 3 
Aromabetacoccen, gekweekt in melk met melkzuur. Geënt Ij'34 '37. Als carbinol-
cijfer wordt opgegeven de hoeveelheid Ni-dimethylglyoxim, verkregen uit 50 g 
der cultuur 
Aroma-
betacoccus 
a 1 
a 1 
a 1 
a 1 
d 
d 
n/1 melkzuur 
per liter 
30 
40 
50 
60 
50 
60 
Aantal 
dagen 
1 
2 
3 
4 
1 
2 
3 
4 
2 
3 
4 
5 
5 
7 
9 
11 
2 
3 
4 
5 
7 
Carbinol 
cijfer 
0 
spoor 
spoortje 
0 
0 
5,6 
4,4 
1,6 
0 
11,4 
7,2 
4,8 
0 
10,6 
9,0 
9,0 
7,0 
0 
0 
9,4 
0 
Geur 
neutraal 
zwak aroma 
neutraal 
neutraal 
neutraal 
zwak aroma 
aroma 
zeer zwak aroma 
neutraal 
best aroma 
best aroma 
zwak aroma 
neutraal 
aroma 
best aroma 
best aroma 
zwak aroma 
neutraal 
neutraal 
best aroma 
neutraal 
HAMMBB 10) nam waar, dat in zijn cultures het acetylmethylcarbinol 
op den duur afnam en ook -wij zagen in mengcultures van melkzuur Strepto-
coccen en aromabetacoccen bij het bewaren een vermindering van deze stof, 
zooals tabel 3» nader aangeeft. 
De vermindering van het acetylmethylcarbinolgehalte is bij deze proeven 
onmiskenbaar, doch niet groot. De afname kan ook sneller zijn. In verscheidene 
praktijkzuursels konden wij met de kreatinereactie een duidelijken achter-
uitgang van het acetylmethylcarbinol constateeren, dikwijls in betrekkelijk 
korten tijd zoover, dat de kreatinereactie negatief werd. Ook in volgende hoofd-
stukken zullen wij dit verschijnsel nog meer ontmoeten. 
(8) C 8 
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TABEL 3a 
Melk, geënt met verschillende stammen en combinaties. Bij 21° C Mei 1933 
Garbinol opgegeven als mg Nikkeldimethylglyoxim uit 30 ml cultuur na ver-
schillende dagen 
Streptococcus 
cremoris 
Tijd 
1 dag 
2 dagen 
4 „ 
8 „ 
13 „ 
23 
40 „ 
47 „ 
71 
102 „ 
IV 
mg 
1,6 
2,2 
1,6 
2,0 
2,0 
1,2 
1,0 
1,4 
1,4 
0,8 
Sc. cremoris IV 
+ Betacoccus a 1 
Tijd 
4 dagen 
10 „ 
15 „ 
27 „ 
34 „ 
58 „ 
89 „ 
mg 
12,6 
13,6 
11,6 
11,8 
12,1 
9,2 
9,0 
Streptococcus 
lactis 15 
Tijd 
2 dagen 
35 „ 
105 
136 „ 
mg 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
Sc. lactis 15 + 
Betacoccus 
Tijd 
4 dagen 
8 ,, 
15 
35 
51 
66 
87 
105 
136 
228 
, 
, 
, 
, 
, 
, 
, 
' 
a 1 
mg 
9,0 
10,5 
12,0 
10,8 
10,5 
9,0 
9,6 
8,2 
8,2 
7,4 
c. H e t b u t y l e e n g l y c o l 
Daar butyleenglycol zoo nauw verwant is met de twee reeds genoemde 
C4-producten, was het voor ons van bijzonder belang te weten of ook deze 
stof, welke reukeloos is, in de cultures der aromabacteriën ontstaat. 
Ten eerste deed zich de vraag voor of het in de cultures verdwijnende 
acetylmethylcarbinol overgaat in butyleenglycol en ten tweede lag het voor 
de hand te bestudeeren of het butyleenglycol, evenals het acetylmethylcar-
binol en het diacetyl, ook alleen maar in zuur milieu gevormd wordt. 
Op het verschil tusschen de werking in zuur en in neutraal milieu is reeds 
duidelijk de aandacht gevestigd en de met diacetyl en acetylmethylcarbinol 
verkregen resultaten wijzen erop, dat de C4-producten alleen maar in zuur 
milieu ontstaan. Als het butyleenglycol slechts afkomstig is van de reductie 
van acetylmethylcarbinol, zal het glycol dus ook alleen maar in zuur milieu 
kunnen ontstaan. Zoo evenwel butyleenglycol ook in neutraal milieu gevormd 
kan worden, zou de tegenstelling, die er bestaat tusschen het proces in zuur 
en in neutraal milieu, opgeheven zijn, omdat men zich dan kan voorstellen, 
dat ook in neutralen bodem acetylmethylcarbinol ontstaat, dat echter door 
de snelle reductie (wij zagen immers, dat het acetylmethylcarbinol bij lageren 
zuurgraad sneller verdwijnt) reeds direct na zijn vorming vernietigd wordt 
en daardoor aan onze aandacht ontsnapt. 
HAMMEB 7) constateerde inderdaad in cultures van aromabetacoccen 
in tomatenbouillon en in centrifugemelk een reductie van toegevoegd acetyl-
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methylcarbinol tot butyleenglycol. Hij vond ook, dat deze reductie bij lageren 
zuurgraad sneller verliep. Uit zijn bepalingen schijnt te volgen, dat in neutraal 
milieu geen butyleenglycol ontstaat. 
In verband met de belangrijkheid van deze vragen voor het in de volgende 
hoofdstukken te bespreken vormingsschema der producten van de aromabeta-
coccenwerking, hebben wij het proces der butyleenglycolproductie zelf nader 
onderzocht. 
Daar vroegere, in 1933 genomen proeven met de methode van KLTTYVER, 
DONKER en VISSER 'T HOOFT 11) geen betrouwbare resultaten gaven bij 
de betrekkelijk kleine hoeveelheden, die door aromabacteriën gevormd kunnen 
worden, hebben wij later de ook door HAMMER gebezigde methode toegepast. 
Deze methode is afkomstig van BROCKMANN en WERKMAN 12). Zij berust op de 
oxydatie van het glycol door kaliumperjodaat in zure oplossing tot acetalde-
hyde, hetgeen bepaald wordt door binding aan hydroxylaminechloride. Bij 
deze oxydatie geeft 1 molecule butyleenglycol 2 moleculen acetaldehyde. 
Acetylmethylcarbinol wordt eveneens geoxydeerd. Evenals HAMMER vonden 
ook wij, dat 1 molecule hiervan slechts 1 molecule acetaldehyde geeft, hoewel 
WERKMAN opgeeft, dat uit 1 molecule carbinol 2 moleculen aldehyde ontstaan. 
Bij de bepaling van het butyleenglycol moet dus een aftrek voor het carbinol 
worden toegepast. 
De juistheid der methode werd gecontroleerd met oplossingen van zuiver 
butyleenglycol en acetylmethylcarbinol van bekende sterkte. Wij overtuigden 
ons er verder van, dat alcohol en diacetyl bij de reactie met perjodaat geen 
acetaldehyde vormden. 
HAMMER verricht zijn bepalingen bij melkcultures in het serum, omdat 
naar zijn meening caseïne storend werkt. Uit 50 ml serum, waarbij 40 g 
watervrije soda gevoegd wordt, wordt overgestoomd tot 1 1 destillaat 
verkregen is. Blijkens zijn cijfers vindt hij echter toch nog hooge waarden 
voor het gehalte aan butyleenglycol bij serum, waarin deze stof niet aan-
wezig is. 
Wij achtten de hooge waarde der blinde bepaling een ernstig bezwaar. 
Deze waarde komt n.1. met ongeveer 270 mg butyleenglycol per liter overeen, 
hetgeen van dezelfde orde van grootte is als de maximum hoeveelheid butyleen-
glycol, welke wij in de cultures verwachtten. Daar wij dit voor een nauw-
keurige analyse ongewenscht achtten, hebben wij nagegaan waardoor deze 
hooge waarde der blinde bepaling veroorzaakt wordt. 
Bij de stoomdestillatie der melk met carbonaat wordt de vloeistof tenge-
volge van de langdurige verhitting steeds sterker bruin gekleurd, omdat bij 
deze bewerking de melksuiker sterk aangetast wordt. Hierbij ontstaan ver-
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bindingen, welke bij de oxydatie met perjodaat ook acetaldehyde geven. 
Inderdaad werd bij verwerking van een 5 % lactose-oplossing op dezelfde 
wijze als het voorschrift aangeeft een inwerking op het hydroxylaminechloride 
gevonden, overeenkomend met die, welke ongeveer 240 mg butyleenglycol 
per liter zou geven. Ook uit caseïne werd een weinig van dergelijke stoffen 
gevormd. 
De oorzaak hiervan ligt in de groote alkaliteit van de vloeistof tijdens het 
overstoomen door het gebruik van carbonaat. Het was dus gewenscht dit door 
iets anders te vervangen. Wij gebruiken hiervoor thans keukenzout (30 g 
per 50 g vloeistof) en neutraliseeren de vloeistof van te voren tot zeer zwak 
alkalische reactie, om te verhinderen, dat storende zuren (melkzuur b.v.) 
mede overdestilleeren. De blinde bepaling wordt hierdoor gereduceerd tot 
slechts een waarde van ongeveer 20 mg per liter. 
Contrôlebepalingen met zuiver butyleenglycol gaven hierbij zeer goede 
resultaten. 
De uitvoering der butyleenglycolbepaling, die nu direct in de melkcultuur 
zelf kan geschieden, is ah volgt: 
50 g vloeistof (cultuur) wordt geneutraliseerd met n/l NaOH en 1 ml 
extra NaOH toegevoegd. Dit wordt overgegoten (naspoelen met 10 ml water) 
in een kolf van 500 ml, waarin zich 30 g NaCl bevindt. Uit deze kolf wordt met 
stoom 1 1 afgedestilleerd onder zooveel mogelijk constant houden van het 
volume. 500 ml destillaat met 15 ml geconcentreerd zwavelzuur en 150 ml 
3 % kaliumperjodaat-oplossing worden in een kolf van 1 liter in een half uur 
tot koken gebracht en men laat 1 uur flink koken aan een verticalen koeler, 
welke aan de bovenzijde een tweemaal rechthoekig omgebogen buis draagt, 
welke reikt tot den bodem van een wijde buis, waarin zich 15 ml n /20 hydroxyl-
aminechloride-oplossing bevindt met kleine glaskralen. Door het heele toestel 
wordt langzaam lucht gezogen (2 bellen per seconde). Na afloop van deze be-
werking wordt de inhoud der buis met kralen in een bekerglas gespoeld en het 
door de binding van het acetaldehyde in vrijheid gestelde zoutzuur getitreerd 
met n/20 NaOH (indicator methyloranje). Deze titratie geeft dus de hoeveel-
heid acetaldehyde aan, doch het is beter om deze indirect te bepalen op dezelfde 
wijze als HAMMER doet, door hierna volgende titratie van het overgebleven 
hydroxylaminechloride na omzetting met 0,5 ml zuurvrije aceton. Op deze 
wijze wordt ook de sterkte van de versehe hydroxylaminechloride-oplossing 
bepaald. 
Met deze bepalingsmethodiek werd nu onderzocht of de aromabetacoccen 
in neutraal milieu (dus in reincultuur in melk geënt zonder toevoeging van 
zuur of bijenting van melkzuurstreptococcen) butyleenglycol produceeren. 
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Bij 5 aromabacteriënstammen werd gevonden (geënt op 19 Juni 1937, 
bepaald op 12 Juli 1937): 
TABEL 4 
Bepaling van butyleenglycol in neutrale cultures van aromabacteriën 
Ongeënt 
Stam a l 
mg per 1 
22,5 
22,5 
31,5 
Stam a 5 
Stam N H 36 
mg per 1 
31,5 
72 
27 
We zien, dat bij 4 der 5 stammen practisch geen butyleenglycol gevormd 
werd. Alleen stam d is een uitzondering, doch daar deze stam meer eigen-
schappen heeft waarin hij van normale aromabacteriën afwijkt, kunnen we 
uit tabel 4 concludeeren, dat aromabacteriën in neutraal milieu geen butyleen-
glycol vormen. 
Butyleenglycol ontstaat slechts in zuur milieu en aangezien het gewenscht 
was te weten of verdwijnend acetylmethylcarbinol plaats maakt voor butyleen-
glycol is een proef gedaan, waarbij in de cultures deze twee stoffen op verschil-
lende tijdstippen bepaald werden *). Deze proef werd gedaan met cultures 
van den stam d in melk met resp. 50 en 60 ml n/l melkzuur per 1. Tabel 5 
vermeldt het resultaat, waaruit wij zien, dat bij afname van het carbinol het 
butyleenglycol toeneemt. 
TABEL 5 
Vorming van butyleenglycol door aromabetacoccus d in melk + melkzuur 
Geënt op 21/6 '37 
Melkzuur 
per 1 melk 
50 
60 
Aantal 
uren 
40 
45 
64 
156 
166 
186 
209 
Citroenzuur 
+ 
+ 
+ 
mg per 1 
Acetylmethyl-
carbinol 
82 
174 
24 
220 
229 
104 
0 
Butyleen-
glycol 
16 
15 
207 
37 
50 
207 
313 
*) Voor de methode ter bepaling van het acetylmethylcarbinol zij verwezen naar 
hoofdstuk 4. 
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Proeven met andere aromabacteriën gaven eenzelfde resultaat, waaruit 
duidelijk blijkt, dat het butyleenglycol ontstaat door reductie van het acetyl-
methylcarbinol. 
Overzien we hetgeen tot nu toe besproken werd, dan komen we tot het 
inzicht, dat er typische verschillen bestaan tusschen de werking der aroma-
bacteriën in neutraal en in zuur milieu. 
In neutraal milieu zien we de volgende verschijnselen: 
1. Geen aroma vorming. 
2. Geen productie van C4-verbindingen. 
3. Ontstaan van koolzuur en azijnzuur. 
4. Langzame ontleding van citroenzuur. 
In zuur milieu daarentegen: 
1. Aromavorming (althans bij luchttoetreding). 
2. Productie van C4-verbindingen: 
a. diacetyl (slechts met medewerking van luchtzuurstof). 
b. acetylmethylcarbinol (zoowel in aerobe als anaerobe omstandig-
heden). 
e. butyleenglycol, als reductieproduct van acetylmethylcarbinol. 
3. Vorming van koolzuur en azijnzuur in ongeveer dezelfde hoeveelheden 
als in neutraal milieu, doch met veel grooter snelheid. 
4. Zeer snelle ontleding van citroenzuur. 
Uit deze typische verschillen volgt, dat de vorming van het aroma en de 
C4-producten in zuur milieu samengaat en gekoppeld is met een andere wijze 
van citroenzuurontleding als in neutraal milieu. 
Waar wij bovendien belangrijke aanwijzingen bezitten dat het citroen-
zuur de bron van het aroma (dus van de C4-stof diacetyl) is, ligt het voor de 
hand het ontstaan van alle genoemde stoffen en de ontleding van het citroen-
zuur als één samenhangend proces te beschouwen. 
Wij zullen dus trachten het verband tusschen citroenzuurontleding en 
vorming der verschillende producten op te sporen en tevens na te gaan op 
welke wijze wij ons het ontledingsproces van het citroenzuur moeten voor-
stellen, waarbij eveneens aandacht gegeven moet worden aan een verklaring 
van het verschil in omzettingen in neutraal en in zuur milieu. 
3. Het citroenzuur is de bron van het aroma 
Om te bewijzen, dat door de aromabetacoccen slechts bij aanwezigheid 
van citroenzuur de typische aromageur gevormd wordt, is het noodig dat 
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zij gekweekt worden in een voedingsvloeistof, welke geen citroenzuur uit 
zichzelf bevat om aldus door toevoeging van deze stof den invloed ervan te 
kunnen bestudeeren. Eveneens is het gewenscht, dat deze voedingsbodem 
geen stoffen bevat, welke door de aromabacteriën bij de ontleding van het 
citroenzuur gevormd worden, hetzij dat dit tusschen- of eindproducten der 
ontleding zijn. Daarom moesten proeven met vleeschbouillon, zooals deze 
vroeger gedaan werden, als minder doelmatig beschouwd worden. Het beste 
is een zoo eenvoudig mogelijk samengestelde voedingsvloeistof. Hierbij ont-
moeten wij evenwel de moeilijkheid, dat de aromabacteriën hooge eischen 
stellen aan hun stikstof voeding. Slechts in gecompliceerde vloeistoffen als 
melk, wei, vleeschbouillon en gistautolysaat vertoonen zij een goede ontwikke-
ling. In een eenvoudigen bodem als water, zouten, pepton Witte en melk-
suiker groeien zij niet, melkzuurstreptococcen daarentegen wel. Peptonsoorten 
van verschillend fabrikaat en zelf bereid caseïnepepton werden getoetst op 
hun bruikbaarheid en ten slotte gelukte het groei der aromabetacoccen te 
krijgen in water, 1/20 % K2HP04 , 1/50 % MgS04, 1 % pepton Poulenc (pour 
bactériologie) en 2 % glucose of lactose. Enkele Amerikaansche preparaten 
(b.v. bactopepton, proteosepepton, bactotrypton) gaven ook goede resultaten 
doch zij hadden ten opzichte van pepton Poulenc het nadeel van een 
te onaangenamen geur, die het nemen van ruikproeven in den weg 
stond. 
Voor het verkrijgen van aroma is evenwel, zooals we weten, een zuur 
milieu noodig. In met melkzuur of citroenzuur op verschillende zuurgraden 
ingestelde pepton-suiker-vloeistof werd echter geen ontwikkeling verkregen, 
zoodat wij onze toevlucht moesten nemen tot mengcultures. De melkzuur-
bacteriën groeien uitstekend in de pepton-suiker-oplossing. Om met compli-
ceerende invloeden rekening te kunnen houden, werd eerst het gedrag van 
een groot aantal melkzuurstreptococcen in dezen bodem nagegaan. 
Ter vergelijking werden 26 stammen van Streptococcus lactis of cremoris, 
2 stammen van Sc. citrophilus, 3 stammen van Sc. aromaticus en 6 stammen van 
aromabetacoccen in het medium geënt op 20 Februari 1933. Na 3 tot 7 dagen 
werden zij onderzocht al naar gelang groei vroeger of later was te constateeren. 
Acetylmethylcarbinol werd slechts gevonden bij Sc. aromaticus, waarvan wij 
reeds vroeger vermeldden, dat deze aroma en acetylmethylcarbinol vormt 
uit suikers, en bij 1 stam van Sc. cremoris. Bij toevoeging van citraat (3 g 
Na-citraat 5 aq per 1) was alleen een duidelijk verschil met Sc. citrophilus 
te bespeuren, die thans veel acetylmethylcarbinol produceerde. Bij de lactis-
en cremorisstammen hadden thans 6 stammen een zeer geringe acetylmethyl-
carbinolvorming. Ook de aromabacteriën waren carbinol-negatief, daar het 
medium niet zuur was, noch werd. 
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Bij het enten van mengsels van Streptococcen en betacoccen verloopt de 
proef meestal ongunstig, omdat de melkzuurbacteriën in dit milieu zooveel 
sneller groeien dan de aromabacteriën en deze daardoor dikwijls niet tot 
ontwikkeling komen. Bij proefreeksen in Februari en Maart 1933, waarbij 
de combinaties geënt waren zoowel in den bodem zonder als met citraat, 
konden wij bij een aantal duidelijk aromageur constateeren en acetylmethyl-
carbinol aantoonen in den bodem met citraat, terwijl deze beide kenmerken 
ontbraken in den bodem zonder citraat. 
Hoewel dus in enkele gevallen een duidelijk resultaat werd verkregen, 
was het toeval bij de proeven nog te groot, doordat in de meeste gevallen 
de aromabacteriën in het mengsel niet groeiden of hun activiteit niet konden 
ontplooien. Daar geconstateerd was, dat de melkzuurstreptococcen zooveel 
sneller groeiden in dit medium dan de aromabetacoccen, bestond de groote 
waarschijnlijkheid, dat door de werking der melkzuurstreptococcen de zuur-
graad te snel tot een voor de aromabacteriën ongunstige waarde werd opge-
voerd. Er stonden twee middelen ten dienste om dit bezwaar te omgaan, 
n.1. toevoeging van een weinig gistautolysaat ter bevordering van den groei 
der aromabacteriën en toevoeging van bufferende stoffen om den zuurgraad 
te verminderen of langzamer te doen stijgen. 
Toevoeging van 1,5 ml of meer gistautolysaat per 100 ml vloeistof gaf 
reeds een duidelijk resultaat. Bij aanwezigheid hiervan werd in den citraat-
bodem aroma en acetylmethylcarbinol gevormd. Eenzelfde resultaat werd 
verkregen met ongeveer 0,35 g Na-acetaat per 100 ml en een verhooging van 
het peptongehalte tot b.v. 3 % bleek ook gunstig te zijn. 
De proeven werden ten slotte uitgevoerd in een vloeistof, in het vervolg 
P M genoemd, samengesteld als volgt: 
/ water 
1 % pepton Poulenc 
2 % lactose 
P M i 0,05 % K2HP04 pH 6,0 
0,02 % MgS04 
0,35 % Na-acetaat 3 aq. 
1,5 % gistautolysaat 
In dezen bodem zijn citroenzuur, diacetyl, acetylmethylcarbinol en buty-
leenglycol niet aanwezig. De proeven ermede zijn genomen in Juni 1934. 
Tabel 6 geeft de resultaten van enting van reincultures in P M. 
Uit deze tabel volgt, dat reincultures van aromabacteriën evenmin als 
in neutrale melk acetylmethylcarbinol maken in den synthetischen bodem, 
of citraat aanwezig is of niet. 
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TABEL 6 
Reincultuur 
Sc. cremoris IV . . 
X V I . . 
„ lactis 15 . . . . 
„ „ 24 . . . . 
Sc. citrophilus 21 . . 
Bc. cremoris a . . . 
a l . , 
a 5 . . 
a 7 . . 
d . . . 
Acetylmethyl-
carbinolvorming 
in melk 
+ 
+ 
± 
+ + + + 
— 
Na 4 à 5 dagen kweeken in 
P M 
Carbinol 
( + ) 
(±) 
— 
— 
Groei 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
± 
+ 
± 
+ 
+ 
P M + 0,31 % 
Na-citraat 
Carbinol 
( + ) 
(±) 
+ + + + 
— 
Groei 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
De Streptococcen reageeren in hun carbinolproductie niet op de aanwezig-
heid van citraat. Wij moeten hieruit dus concludeeren, dat zij een weinig 
carbinol vormen uit suiker. De proef met de Sc. citrophilus demonstreert 
duidelijk, dat bij deze bacterie de vorming van carbinol aan het beschikbaar 
zijn van citroenzuur is gebonden. 
Tabel 7 geeft de resultaten van de entingen van mengsels van melkzuur-
en aromabacteriën in P M. 
TABEL 7 
Combinatie 
IV + a 1 
X V I + a l 
15 + a 1 
IV + d 
X V I + d 
15 + d 
Geur na 4, 
5 en 7 dagen 
neutraal 
Na 7 dagen 
Carbinol 
— 
Groei 
melkzuur-
bacteriën 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
Groei 
aroma-
bacteriën 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
In alle proeven, die bovendien in duplo genomen werden, waren zoowel 
de aromabacteriën als de melkzuurbacteriën uitstekend gegroeid. Van de 
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vorming van aroma en het ontstaan van het acetylmethylcarbinol (+ diacetyl) 
was echter geen sprake. 
Dit was anders bij de aanwezigheid van citroenzuur, zooals men ziet in 
tabel 8. De combinaties werden nu gekweekt in P M, waaraan 0,31 % Na-
citraat (5 aq.) was toegevoegd. 
TABEL 8 
Combinatie 
IV + a 1 . . 
XVI + a 1 . . 
I + a 1 . . 
15 + a 1 . . 
24 + a 1 . . 
Geur na 
4 dagen 
goed aroma 
aroma 
aroma 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
7 dagen 
zwak aroma 
aroma 
aroma 
zwak aroma 
zeer zwak aroma 
zeer zwak aroma 
Carbinol 
+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ ( + ) 
+ 
+ 
Groei der aroma-
bacteriën in het 
mengsel 
zeer goed 
„ „ 
H >» 
« „ 
„ „ 
goed 
tamelijk goed 
zwak 
zwak 
Deze proeven werden in viervoud uitgevoerd in kolfjes bij 21° C. Van ieder 
viervoud zijn in de tabel slechts twee vermeld. De andere gaven dezelfde 
resultaten. De carbinolbepalingen werden uitgevoerd op den dag, waarop het 
aroma het duidelijkst te constateeren was. 
Ook werd gepoogd aroma te verkrijgen in zuurgemaakte synthetische 
vloeistof door aromabacteriën te enten i n P M -f 0,31 % Na-citraat, waaraan 
verschillende hoeveelheden melkzuur waren toegevoegd. Uit tabel 9 blijkt, 
dat nu ook in dit geval aroma gevormd werd. 
TABEL 9 
Aromabetacoccus a 1 in P M -\- citraat + n/1 melkzuur 
Juni 1934. 21° C 
ml melkzuur 
per 30 ml 
0,2 
0,4 
0,5 
0,6 
0,7 
0,8 
Bepaling na 
7 dagen 
1 
7 
12 
Carbinol 
+ 
+ + 
+ + 
+ + + 
Geur 
geen 
aroma 
aroma 
aroma 
zwak aroma 
~ 
Groei 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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De proeven in zelf samengestelde voedingsvloeistoffen gaven het duidelijk 
bewijs, dat voor de vorming van het aroma en de daarmede samenhangende 
stoffen citroenzuur noodzakelijk is. Ook in cultures in melk konden wij de nood-
zaak van de aanwezigheid van citroenzuur hiervoor aantoonen. De moeilijk-
heid, dat melk van nature citraat bevat, konden wij omgaan door anaerobe 
cultuur. Zooals wij hierboven reeds uiteen gezet hebben, wordt in anaerobe 
omstandigheden geen aroma gevormd. De invloed van het citroenzuur kan 
nu bestudeerd worden door een anaerob uitgevoerde zuring te onderbreken 
en aerob voort te zetten. Is op het moment van de overschakeling van anaerobe 
op aerobe zuring het vermogen tot aromavorming nog aanwezig, dan zal de 
cultuur aroma krijgen; is dit niet het geval, dan zal de geur neutraal blijven. 
De proeven werden uitgevoerd door anaerobe zuring in geheel gevulde 
en met glazen stop gesloten flesschen. De zuring werd aerob verder gevoerd 
door uitgieten in gesteriliseerde vlakke porceleinen schalen, voor infectie be-
schut door opgelegde horlogeglazen. 
Reeds bij de eerste proef werd een aanwijzing gekregen, dat het citroenzuur 
van belang is (Tabel 10). 
TABEL 10 
Gepasteuriseerde melk met 2 % zuur sel IV + a 1 in gesloten flesch gezuurd 
op 29 Januari 1935 
Zuring aerob verder gevoerd op: 
mg Citroenzuur 1 aq. per 50 ml 
Acetylmethylcarbinol 
Titer in ml n/10 per 10 ml . . 
PH 
Geur op 31/1 . 
1/2 
2/2 
4/2 . . 
30—1 
29,3 
+ + + 
9,2 
4,54 
zwak aroma 
aroma 
aroma 
aroma 
31—1 
0 
+ + + + 
10,0 
4,38 
neutraal 
neutraal 
neutraal 
neutraal 
1—2 
0 
+ + + + 
11,3 
4,26 
neutraal 
neutraal 
neutraal 
We zien hieruit, dat na 1 dag anaerob zuren nog aromavorming optrad, 
indien op aerobe zuring werd overgeschakeld. Toen was nog citroenzuur 
aanwezig. Na 2 dagen anaerobe zuring kon aerob geen aroma meer gevormd 
worden. Het citroenzuur was toen uit de cultuur verdwenen. 
Een uitvoeriger proef vindt men in tabel 11. 
Bij deze proef treedt weer alleen aroma op als op het moment van over-
schakeling op de aerobe zuring nog citroenzuur aanwezig is. Men zou tegen 
deze conclusie kunnen aanvoeren, dat mogelijk de aromabacteriën na 47 uur 
cultuur niet meer in staat zijn aroma te vormen en dat de proeven van tabel 10 
en 11 daarom niet bewijzend zijn voor de noodzakelijkheid van de aanwezigheid 
van citroenzuur. 
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TABEL 11 
Gepasteuriseerde melk met 2 % zuur sel IV -f- a 1 in gesloten flesch gezuurd 
op 5 Februari 1935 bij 14° C 
Zuring aerob verder ge-
voerd op: 
mg Citroenzuur 1 aq. per 
50 ml 
Acetylmethylcarbinol . . 
PH 
Titer in ml n/10 per 10 ml 
Geur op 6—2 10,45 u. . 
12.15 u. . 
17,30 u, . 
„ 7—2 
„ 8—2 
„ 9—2 
., 11—2 
6-2 9,30 u. 
48 
+ + 
4,53 
8,4 
neutraal 
neutraal 
aroma 
best aroma 
best aroma 
best aroma 
aroma 
6-2 11,30 u. 
44,7 
+ +( + ) 
4,50 
8,5 
neutraal 
aroma 
best aroma 
best aroma 
aroma 
zwak aroma 
6-2 15 u. 
35,8 
+ + + 
4,42 
9,4 
iets aroma 
best aroma 
aroma 
neutraal 
neutraal 
6-2 16,30 u. 
30,3 
+ + +( + ) 
4,40 
iets aroma 
aroma 
zwak aroma 
zwak aroma 
neutraal 
7-2 10 u. 
0 
+ + + + + 
4,38 
10,6 
neutraal 
neutraal 
neutraal 
neutraal 
Daarom hebben wij een reeks andere proeven genomen, waarbij met deze 
omstandigheid rekening werd gehouden. Ten eerste werd aan de te enten melk 
van te voren citraat toegevoegd, zoodat de ontleding van het citroenzuur in 
deze melk langer duurt en ten tweede werd bij het uitgieten in schaaltjes aan 
een deel der cultuur citraat toegevoegd. Moet dus het uitblijven van aroma 
na het verdwijnen van de normaal in melk voorkomende hoeveelheid citroen-
zuur toegeschreven worden aan het uitgeput geraken van de aromabetacoccen, 
dan zal ook na citraattoevoeging geen aroma meer kunnen ontstaan. Wordt 
daarentegen dit uitblijven van aroma veroorzaakt door alleen een gebrek aan 
citroenzuur, dan zal door citraattoevoeging aan de cultuur, waarin de normaal 
in melk voorkomende hoeveelheid citroenzuur geheel vergist is, toch weer 
aroma moeten optreden. Is dit laatste nu het geval, dan zou daarmede tevens 
duidelijk bewezen zijn, dat het citroenzuur de bron van het aroma is. 
Deze proef is op de volgende wijze uitgevoerd. Een portie melk werd ge-
pasteuriseerd en aan de eene helft niets, aan de andere helft 70 ml 10 % 
Natriumcitraat per liter toegevoegd. De hoeveelheid citroenzuur in deze helft 
was dus ongeveer driemaal zoo groot als in de andere (normale) melk. Geënt 
werd met 2 % zuursel, bestaande uit de melkzuurstreptococcus IV en de 
aromabetacoccus a 1. Om geen verschil in de enting der beide vergelij kings-
porties te krijgen werd geënt vóór de verdeeling in 2 porties plaats had. Met de 
verkregen cultures werden stopflesschen van 500 ml geheel gevuld en de ge-
sloten stopflesschen werden in donker geplaatst. Op verschillende tijden werd 
uitgegoten in vlakke schalen, waarbij voor iedere proef een andere stopflesch 
gebruikt werd om verzekerd te zijn van anaerobe zuring tot aan het moment 
van uitgieten toe. De cultuur, waaraan na de enting geen citraat was toege-
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voegd, werd eensdeels zonder eenige bewerking in een schaaltje uitgegoten 
(dus op volkomen dezelfde wijze behandeld als bij de proef van tabel 11), 
anderdeels in een schaaltje gegoten na toevoeging van 5 ml 7 % Natrium-
citraat-oplossing per 100 ml. 
In tabel 12 vindt men het resultaat van de proef. De ruikproeven bewijzen 
duidelijk, dat het aroma slechts ontstaat als in de cultuur citroenzuur aanwezig 
is. Zoodra door aerobe zuring de mogelijkheid tot aromavorming geschapen 
wordt, kan het aroma dus alleen maar ontstaan uit of met behulp van nog 
aanwezig of toegevoegd citroenzuur. De vloeistof, welke op 13—2 te 23 u. in 
een schaaltje werd uitgegoten uit de flesch, waarin zich een cultuur bevond in 
melk zonder extra toegevoegd citraat, gaf dan ook geen aroma meer, daar het 
citroenzuur onder de anaerobe omstandigheden reeds geheel was omgezet. 
Dat het vermogen tot aromaproductie bij de betacoccen nog wel aanwezig 
was, blijkt uit de toevoeging van het citraat. Het vermogen tot aromavorming 
was zelfs nog duidelijk aanwezig op 15—2, d.i. na 3 dagen, toen zelfs nog 
„aroma" verkregen werd door toevoeging van het citraat. Dit lang bewaard 
blijven van het vermogen tot aromavorming werd reeds vroeger geconstateerd 
(zie VAN BBYNUM 1). 
Uit de in dit hoofdstuk beschreven proeven volgt, dat inderdaad het citroen-
zuur de stof is, met behulp waarvan de aromabetacoccen het aroma vormen. 
De proeven in synthetisch milieu, besproken in het eerste deel van dit hoofd-
stuk bewijzen tevens, dat het acetylmethylcarbinol ook alleen maar ontstaat 
als citroenzuur aan den bodem toegevoegd is. De vorming der C4-verbindingen 
is dus ook gebonden aan de aanwezigheid van citroenzuur. Met deze proeven is 
de noodzaak van de aanwezigheid van citroenzuur voor de vorming van C4-stof-
fen en aromageur bewezen, doch op welke wijze het citroenzuur medewerkt 
bij het ontstaan van het aroma wordt door deze proeven niet opgehelderd. 
De aromabacteriën vereischen voor hunne ontwikkeling een gecompli-
ceerd samengestelden bodem, welke ook suiker moet bevatten. We kunnen 
ons dus voorstellen eenerzijds, dat de typische aromaproducten, gelijk die in 
hoofdstuk 2 beschreven werden, ontstaan uit de suiker, waarbij het citroenzuur 
in de suikerontleding ingrijpt, b.v. als acceptor, anderzijds, dat de omzetting 
van het citroenzuur onafhankelijk van de suikerontleding verloopt. In beide 
gevallen zal er een kwantitatief verband moeten zijn tusschen de gevormde 
producten en het citroenzuur. 
Wij hebben getracht te bepalen of het mogelijk is de vorming der aroma-
producten uit de tweede, eenvoudigere voorstellingswijze te verklaren en 
hebben op deze wijze dus het citroenzuur zelf beschouwd als de stof, waaruit 
de in hoofdstuk 2 genoemde producten door ontleding ontstaan. 
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4. Kwantitatieve gegevens over de ontledingsproducten van het citroenzuur 
Door kwantitatieve bepalingen is gepoogd een verband te leggen tusschen 
de hoeveelheden der ontstane producten en de hoeveelheid ontleed citroenzuur 
om aldus een inzicht te krijgen over de wijze, waarop het citroenzuur door de 
aromabetacoccen ontleed wordt. In hoofdstuk 2 werd aangegeven hoe reeds 
vroeger gevonden werd, da t uit 1 molocule citroenzuur ongeveer 2 moleculen 
koolzuur en 1% molecule azijnzuur ontstaan. De proeven zijn gedaan met 
aromabetacoccen, hetzij in neutrale vloeistoffen of in vloeistoffen met zuur-
toevoeging, hetzij in mengcultuur met melkzuur Streptococcen, benevens met 
Streptococcus citrophilus, s tam N°. 21 (VAK B E Y N U M en P E T T E 2). Deze laatste 
is daarom gebruikt, omdat de proeven met deze bacterie sneller verloopen 
dan die met aromabacteriën en ook meer zekerheid van slagen geven, wijl 
deze bacterie minder strenge eischen aan den voedingsbodem stelt en mis-
lukkingen, zooals deze herhaaldelijk bij aromabetacoccen voorkomen, doordat 
zij in de vloeistoffen niet aanslaan, dus minder te vreezen zijn. Streptococcus 
citrophilus vertoont in melk hetzelfde proces als een mengcultuur van aroma-
betacoccen en melkzuurstreptococcen, behalve dan da t de aromageur slechts 
bij zeer sterke aeratie geconstateerd wordt. 
Azijnzuur 
Door HAMMER en door VAN B E Y N U M werd vroeger reeds aangetoond, da t 
door toevoeging van citroenzuur aan melk de productie van vluchtig zuur, 
resp. azijnzuur, door de aromabetacoccen sterk verhoogd werd. Ook in de 
synthetische P M-vloeistof werd door toevoeging van citraat een verhooging 
van de azijnzuurproductie door de aromabetacoccen geconstateerd, zooals 
men ziet in tabel 13. 
In deze proeven werden de bacteriën in neutraal milieu gekweekt, waarin 
dus geen acetylmethylcarbinol kon onts taan. 
TABEL 13 
Betaeoccus n°. 
a l 
a 7 
Gevormd mg azijnzuur per 1 in 
P M 
Proef van 25-6 '34. 
Bepaald na 28 dagen 
geen groei 
358 
286 
P M + 0,31 % citraat 
Proef van 26-6 '34. 
Bepaald na 21 dagen 
1136 
1071 
1054 
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Er is een duidelijk verhoogde azijnzuurproductie door de toevoeging 
van het citraat verkregen. Toch wordt ook zonder citraat nog een weinig 
azijnzuur gevormd, vermoedelijk uit de suiker. Deze nevenproductie van azijn-
zuur is, ook in latere proeven, een hinderende factor, welke het moeilijk maakt 
om in alle omstandigheden te kunnen afleiden, welk deel van het gevormde 
azijnzuur uit citraat en welk deel uit suiker afkomstig is. 
Azijnzuur en acetylmethylcarbinol 
De bepaling van acetylmethylcarbinol volgens de methode van LEMOIGNE-
VAN NIEL 8) geeft niet 100 % van het aanwezige carbinol. Door vele wijzigingen 
is getracht een beter rendement te krijgen, doch zonder resultaat. Het bleek 
evenwel, dat de methode bij gelijke wijze van uitvoeren een constant tekort 
aan Nikkeldimethylglyoxim levert. Dit tekort werd bepaald op ongeveer 20 %, 
zoodat de analyseresultaten met 1,25 dienen vermenigvuldigd te worden om het 
juiste gehalte aan acetylmethylcarbinol te vinden. 
Tabel 14 geeft de analyseresultaten, verkregen met oplossingen van zuiver 
acetylmethylcarbinol ten bewijze, dat bij iedere concentratie van het carbinol 
hetzelfde percentage te weinig werd gevonden. 
TABEL 14 
mg 
afgewogen 
acetylmethyl-
carbinol 
5 
7,5 
7,5 
10 
10 
12,5 
Terug-
gevonden 
(in %) 
81,1 
83,4 
81,1 
79,7 
77,6 
80,7 
mg 
afgewogen 
acetylmethyl-
carbinol 
12,5 
15 
15 
20 
20 
30 
Terug-
gevonden 
(in %) 
78,0 
81,3 
82,3 
78,9 
81,9 
79,7 
mg 
afgewogen 
acetylmethyl-
carbinol 
30 
50 
50 
70 
70 
Terug-
gevonden 
(in %) 
79,2 
79,9 
82,2 
79,9 
81,0 
Gemiddeld 80.35 % 
De bepaling van het carbinol wordt steeds als volgt uitgevoerd: 50 ml 
vloeistof met 50 ml ferrichloride-oplossing (20 %) en 5 druppels oliezuur 
worden gedestilleerd tot 60 % af gedestilleerd is. De 60 ml destillaat worden 
opgevangen in een maatcylinder op een laag nikkelreagens, bestaande uit: 
1 ml nikkelchloride-oplossing (10 %), 
2 ml hydroxylaminechloride-oplossing (20 %), 
2,5 ml natriumacetaat-oplossing (20 %), 
0,5 ml oplossing van gekristalliseerd natriumcarbonaat (5 %). 
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Na het destilleeren wordt met 2 keer 10 ml water overgespoeld in een 
Erlenmeyerkolf en den volgenden dag gefiltreerd door een filterkroes en ge-
wasschen met koud water. Kroes en filtraat gedroogd bij 105°—110° C. 
Bij een cultuur van Streptococcus citrophilus werd nu de vorming van 
azijnzuur en acetylmethylcarbinol uit verschillende hoeveelheden in de P M-
vloeistof toegevoegd natriumcitraat nagegaan. 
TABEL 15 
Streptococcus citrophilus in P M + verschillende hoeveelheden citraat 
Bij 21° G 
g Na-citraat 
per 1 
0,5 
1,0 
1,5 
2,0 
2,5 
3,0 
Uit het citraat gevormd 
azijnzuur, in mg per 1 
na 5 dagen 
78 
193 
296 
368 
501 
610 
na 10 dagen 
73 
175 
296 
374 
495 
580 
Gevormd acetylmethyl-
carbinol, in mg per 1 
na 5 dagen 
0 
sporen 
208 
257 
293 
na 10 dagen 
0 
sporen 
39 
95 
131 
1S4 
Uit deze tabel 15 blijkt het verwachte feit, dat zoowel azijnzuur- als 
carbinolgehalte toenemen met de citraatconcentratie. Het ontstaan van beide 
producten is dus gebonden aan de citroenzuurontleding. Verder lezen we uit 
de tabel, dat het azijnzuur cijfer na de omzetting van het citroenzuur constant 
blijft, dat evenwel het carbinolgehalte tusschen de bepalingstijden sterk 
achteruitgaat. Het carbinol ondergaat blijkbaar geen oxydatie, daar er dan 
azijnzuur uit had moeten ontstaan. Vermoedelijk wordt het carbinol dus door 
de zeer actieve melkzuurstreptococcus, die deze stam is, tot butyleenglycol 
gereduceerd. 
Deze daling van het carbinolgehalte is zichtbaar gemaakt met de proef 
van tabel 16, waar het gehalte aan carbinol in een cultuur van Sc. citrophilus 
op verschillende dagen bepaald is. 
TABEL 16 
Cultuur van Sc. citrophilus in P M met 2,25 g Na-citraat per l 
Ouderdom der cultuur 
2 dagen 
4 „ 
9 „ 
14 
17 „ 
mg carbinol per 1 
205 
171 
150 
141 
101 
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Dit verklaart dus het verschil in de carbinolconcentraties op de verschil-
lende bepalingstijdstippen van tabel 15. 
Een zelfde reeks bepalingen als volgens tabel 15 werd nu ook uitgevoerd 
met de aromabetacoccus a 1, zoowel in neutraal PM-milieu als in met 17 ml 
n/l melkzuur per 1 zuurgemaakte P M-vloeistof met verschillende citraat-
concentraties. 
TABEL 17 
mg Azijnzuur per l in cultuur van Betacoccus cremoris a 1 
P M uit verschillende hoeveelheden citraat 
in 
g Na-citraat 
per 1 
0,5 
1,0 
1,5 
2,0 
2,5 
3,0 
P M 
na 
21 dagen 
151 
283 
380 
561 
760 
na 
24 dagen 
67? 
241 
400 
442 
570 
724 
P M + 
melkzuur 
na 11 dagen 
181 
276 
422 
500 
655 
818 
In deze tabel zijn geen cijfers voor acetylmethylcarbinol opgenomen, 
omdat in geen der cultures carbinol gevormd was. 
Berekenen we nu uit deze cijfers hoeveel azijnzuur uit het citraat ontstaan 
is, dan blijkt hier gemiddeld uit 1 molecule citraat 1% molecule azijnzuur 
ontstaan te zijn. (88 g azijnzuur uit 1 grammolecule citraat). 
Bij de proef van tabel 15 evenwel werd uit 1 g citraat gemiddeld 197 mg 
azijnzuur gevormd. Dit beteekent, dat hier uit 1 molecule citraat slechts 1,1 
molecule azijnzuur ontstond. 
Dit typische verschil, dat herhaaldelijk waargenomen werd, geeft de be-
langrijke aanwijzing, dat bij de ontleding van het citroenzuur minder azijnzuur 
wordt gevormd, indien er tegelijk carbinol ontstaat en meer azijnzuur als zich 
geen carbinol vormt. Met andere woorden gezegd: Bij de citroenzuuromzetting 
bestaat er een wisselwerking tusschen het azijnzuur en het carbinol. 
Willen we iets meer weten over de vorming van het acetylmethylcarbinol, 
dan ontmoeten we de moeilijkheid, dat dit zich door reductie aan de kwantita-
tieve bepaling onttrekt. Daar wij ten tijde van deze proefnemingen nog niet 
over een goede bepalingsmethode van het butyleenglycol beschikten, hebben 
wij daarom eerst bepaald hoe bij Sc. citrophilus het verloop der carbinol-
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concentratie is en het bleek daarbij, dat bij de omstandigheden der proef na 
4 à 5 dagen 1/3 deel van het maximaal aanwezige carbinol was omgezet. 
Hiermede is bij de volgende proef rekening gehouden. 
Bij de proeven van de tabellen 15 en 17 is een verschil in azijnzuurpro-
ductie gevonden bij twee verschillende bacteriesoorten en hieruit is afgeleid, 
dat de vorming van carbinol en azijnzuur van elkaar afhankelijk zijn. Daar dit 
niet bewijst, dat deze wisselwerking tusschen de ontstane producten ook bij 
één bacteriesoort bestaat, is getracht deze ook voor cultures van Sc. citrophilus 
te bewijzen. 
Daartoe werd Sc. citrophilus gekweekt in P M-vloeistof en in P M + 
citraat en na 5 dagen werden de gevormde producten bepaald. De cijfers 
vindt men in tabel 18. 
TABEL 18 
Sc. citrophilus in P M met en zonder citraat 
Entingsdatum 
30/8 '34 
30/8 '34 
30/8 '34 
30/8 '34 
13/9 '34 
13/9 '34 
Toegevoegd 
Na-citraat 
in g per 1 
0 
1,5 
0 
3 
0 
3 
Analyse na 5 dagen 
citroen-
zuur 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
azijnzuur 
in mg per 1 
1692 
2070 
1662 
2216 
1698 
2292 
carbinol 
in mg per 1 
0 
37 
0 
179 
0 
199 
Rekening houdende met den factor 1,25 voor de bepalingsfout van het 
carbinol en den factor 1,5 voor gereduceerd carbinol, is dus uit het citroenzuur 
gevormd als tabel 19 weergeeft. 
TABEL 19 
Citraat in 
g p e r l 
1,5 
3 
3 
milli-
mol. 
4,25 
8,5 
8,5 
Gevormd azijnzuur in 
mg 
378 
554 
594 
milli-
mol. 
6,3 
9,2 
9,9 
moleculen 
uit 1 molec. 
citroenzuur 
1,48 
1,09 
1,17 
Gevormd carbinol in 
mg 
69 
336 
373 
milli-
mol. 
0,79 
3,81 
4,24 
moleculen 
uit 1 molec. 
citroenzuur 
0,19 
0,45 
0,50 
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Uit deze cijfers (in verband met een zeker vochtgehalte van het natrium-
citraat moest voor het moleculair gewicht 352 geplaats worden) ziet men dus, 
dat naar verhouding een hooger carbinolgehalte gepaard gaat met een lager 
azijnzuurgehalte. 
Koolzuur, azijnzuur en acetylmethylcarbinol 
Bij de volgende reeks proeven is ook het koolzuur in de bepaling betrokken. 
Dit werd bepaald door doorblazen met koolzuurvrije lucht en absorptie in 
U-buizen met natronkalk. Om het koolzuur zoo goed mogelijk te verwijderen, 
werd per 300 ml cultuurvloeistof voor den aanvang der bepalingen 30 ml 
n/l zwavelzuur toegevoegd en werd als cultuurvat gebruikt de gaswaschflesch 
met glasfilterbodem van SCHOTT, vorm 101a, waarbij de glazen stop vervangen 
werd door een caoutchouc stop met afsluitbare glazen buizen voor de toe-
voeging van zwavelzuur en het wegleiden van het doorgeleide gas. Deze appa-
raten werden ledig gesteriliseerd. Met gesteriliseerde pipetten werd 300 ml 
voedingsbodem en 5 ml bacteriëncultuur (van te voren in dezelfden bodem 
gekweekt) in het vat gebracht. De bepalingen werden verricht na 4 dagen. 
Zie tabel 20. 
TABEL 20 
Sc. citrophilus in P M-vloeistof met en zonder Na-citraat 
Proef 
Blanco . . 
I . . . . 
I I 
Blanco . . 
I I I . . . . 
IV . . . . 
11/3 '35 
25/3 '35 
1/4 '35 
11/4 '35 
19/4 '35 
26/4 '35 
g per 1 
Na-citraat 
1,48 
2,96 
2,68 
4,03 
mg C0 2 
per 1 
106 
450 
788 
103 
703 
977 
mg azijnzuur 
per 1 
1872 
2166 
2562 
1565 
2133 
2444 
mg carbinol 
per 1 
0 
138 
210 
0 
296 
436 
Bij deze tabel is in de kolom voor carbinol de correctie voor de bepalings-
fout en de reductie reeds toegepast. Bij alle proeven was na afloop geen 
citroenzuur meer aanwezig. 
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Berekenen we de hoeveelheden der uit het citraat gevormde producten, 
dan vinden we volgens tabel 21: 
TABEL 21 
Proef 
I 
I I 
I I I 
IV 
Koolzuur 
mg 
344 
682 
600 
874 
milli-
mol. 
7,8 
15,5 
13,6 
19,9 
Azijnzuur 
mg 
294 
690 
568 
879 
milli-
mol. 
4,9 
11,5 
9,47 
14,65 
Carbinol 
mg 
138 
210 
296 
436 
milli-
mol. 
1,57 
2,38 
3,36 
4,96 
Toegevoegd 
millimol. 
citraat 
4,2 
8,4 
7,6 
11,45 
Dit beteekent, dat uit 1 molecule citraat gevormd werden: 
Bij proef I 1,86 mol. C02; 1,17 mol. azijnzuur; 0,37 mol. carbinol. 
I I 1,85 1,37 0,28 
III 1,80 1,24 0,44 
IV 1,74 1,28 0,43 
Uit deze proeven volgt dus, dat de koolzuurproductie constant is, doch 
dat de vorming van azijnzuur en carbinol schommelingen vertoont, zoodanig, 
dat een grootere productie van azijnzuur gepaard gaat met een kleinere 
van acetylmethylcarbinol, berekend op een zelfde hoeveelheid omgezet 
citroenzuur. 
Bij aromabacteriën werden dezelfde resultaten verkregen. We willen hier 
een proefreeks aanhalen, waarbij een mengcultuur van melkzuurstreptococcen 
en aromabetacoccen, 15 + a 1, gekweekt werd in vleeschbouillon, % % pepton 
34 % keukenzout en 2 % lactose met en zonder toevoeging van citraat. Steeds 
werden ter vergelijking 2 proeven naast elkaar genomen, n..l een zonder en 
een met citraat. In tabel 22 vermelden wij slechts, welke cijfers gevonden 
werden na aftrek van de blinde proeven zonder citraat, waarbij voor het 
carbinol slechts de correctie der bepalingsfout (1,25) werd toegepast en niet 
de correctie van 1,5 voor de reductie van het acetylmethylcarbinol, daar de 
ervaring ons geleerd had, dat deze aromabacterie slechts in geringe mate 
carbinol reduceert (zie b.v. tabel 3). 
Opgemerkt worde nog, dat in de cultures zonder citraat nooit carbinol 
ontstond. 
De bepalingen werden verricht na 4 à 5 dagen. 
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TABEL 22 
Vorming der producten uit citraat door 15 -\- a 1 in vleeschbouillon 
Proef 
a 
b 
c 
d 
e 
f 
En tda tum 
6/12 '35 
9/ 1 '36 
9/ 1 '36 
17/ 1 '36 
27/ 2 '36 
27/ 2 '36 
g per 1 
citraat 
0,74 
1,47 
2,20 
1,47 
1,47 
2,92 
mg C0 2 
per 1 
166 
331 
517 
329 
343 
693 
mg azijn-
zuur per 1 
171 
313 
436 
290 
316 
554 
mg earbinol 
per 1 
34 
110 
185 
113 
103 
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Berekenen we de moleculaire verhoudingen, dan wordt bij deze proeven 
uit 1 molecule citraat gevormd volgens tabel 23: 
TABEL 23 
Proef 
a 
b 
c 
c—b 
C0 2 
1,79 
1,80 
1,88 
2,05 
Aantal moleculen, gevormd uit 1 molecule citraat 
Azijnzuur 
1,35 
1,24 
1,16 
0,995 
Carbinol 
0,183 
0,298 
0,338 
0,415 
Proef 
d 
e 
f 
f—e 
C0 2 
1,78 
1,86 
1,90 
1,94 
Azijnzuur 
1,15 
1,26 
1,12 
0,97 
Carbinol 
0,306 
0,279 
0,320 
0,362 
Ook uit deze tabel volgt weer, dat de geproduceerde azijnzuur- en carbinol-
hoeveelheden schommelingen vertoonen, waar tegenover staat, dat het kool-
zuurgehalte nagenoeg constant is in alle proeven. Rekening houdende met de 
bepalingsmoeilijkheden, kunnen we zonder bezwaar aannemen, dat uit 1 
molecule citroenzuur 2 moleculen koolzuur ontstaan. In fig. 1 is een grafiek 
geteekend, waarbij op de horizontale as het azijnzuurgehalte en op de verticale 
as het carbinolgehalte is afgezet. De vierkantjes hebben betrekking op waarden, 
welke berekend zijn als de verschilresultaten der proeven c en b en der proeven 
/ en e. Deze stellen dus voor de hoeveelheden carbinol en azijnzuur, welke in de 
laatste periode van de proeven uit het citroenzuur gevormd werden, d.w.z. 
uit resp. de laatst aangetaste 730 mg citraat van proef c en de laatst ontlede 
1450 mg citraat van proef /. 
Deze figuur geeft duidehjk aan, dat een lager carbinolgehalte gepaard 
gaat met een hooger azijnzuurgehalte en omgekeerd. 
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Figuur 1 
AMC 
0,5 
0,4 
0,3 
0,!l 
0,1 
1,0 1,1 1,* 1,3 1/f 1,5 
AZIJNZUUR 
Uit degegevensvantabel22is nu een koolstof balans opgesteld. (Tabel 24). 
TABEL 24 
Koólstofbalans van de proef van tabel 22 
Proef 
a 
b 
c 
c—b 
d 
e 
f 
f—e 
mg koolstof 
gevonden in den vorm van 
Koolzuur 
45,3 
90,3 
141,0 
50,7 
89,7 
93,5 
189,0 
95,5 
Azijnzuur 
68,4 
125,2 
174,4 
49,2 
116,0 
126,4 
221,6 
95,2 
Carbinol 
18,5 
60,0 
101,0 
40,9 
61,6 
56,2 
127,1 
70,9 
per 1 
Som 
132,2 
275,5 
416,4 
140,8 
267,3 
276,1 
537,7 
261,6 
berekend uit 
ontleed citraat 
151,4 
300,7 
450,0 
149,3 
300,7 
300,7 
597,3 
299,4 
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Hieruit zien wij, dat de hoeveelheid koolstof in de gevormde producten 
ongeveer recht evenredig met de hoeveelheid citroenzuur verandert en dat 
deze hoeveelheid koolstof bijna gelijk is aan die van het omgezette citroenzuur. 
Dit is wel een duidelijke aanwijzing dat de genoemde gistingsproducten recht-
streeks door een bacterieele splitsing en omzetting van het citroenzuur zelf 
gevormd worden. 
De gevonden verschillen in de koolstof balans kunnen niet geheel geweten 
worden aan onnauwkeurigheden bij de verrichte analyse. Wij zullen later zien 
in welken vorm dit tekort aan koolstof in de cultures aanwezig is. 
De algemeene tendens van de verschillende proeven, op dezelfde wijze 
genomen, wijst er op, dat per molecule citroenzuur nooit méér dan ongeveer 
1,5 molecule en nooit minder dan ongeveer 1 molecule azijnzuur ontstaat en 
dat er hoogstens slechts ongeveer 0,5 molecule carbinol kan ontstaan. 
Hieruit komt nu het verschil in het gedrag der aromabacteriën in zuur en 
neutraal milieu naar voren. 
In neutraal milieu zien wij geen vorming van C4 stoffen, doch wel van de 
andere gistingsproducten (koolzuur en azijnzuur). Brengen we dit in verband 
met het feit der wisselwerking der C4-stoffen en het azijnzuur, dan kunnen 
wij thans het verschillend gedrag in zuur en neutraal milieu onder één gezichts-
punt vatten, indien wij n.1. de werking in neutraal milieu opvatten als het 
grensgeval dezer wisselwerking, waarin één der bestanddeelen van dit wissel-
werkingsproces (de C4-verbindingen) 0 is geworden en de andere (het azijnzuur) 
dus de maximale waarde heeft. Wij kunnen dit ook uitdrukken door te zeggen, 
dat de hoeveelheid stof, die in zuur milieu als C4-verbindingen ontstaat, in 
het neutrale milieu in den vorm van azijnzuur gevonden wordt. 
In het grensgeval van het neutrale milieu zal dus moeten ontstaan 1,5 mole-
cule azijnzuur uit 1 molecule citroenzuur, terwijl in zuur milieu in het andere 
uiterste geval 1 molecule azijnzuur en 0,5 molecule C4-stoffen uit 1 molecule 
citroenzuur zouden moeten ontstaan. 
Met deze beschouwing als uitgangspunt zijn proeven genomen met melk-
cultures om nader vast te stellen of hierbij de wisselwerking eveneens gecon-
stateerd wordt. Dit was te meer wenschelijk, daar bij vroegere proefnemingen 
geen opvallende verschillen bij de azijnzuurproductie in zuur en in neutraal 
milieu gevonden waren (zie hoofdstuk 2). Dat evenwel toch in dit oudere proef -
materiaal dit verschil wel tot uiting komt, bleek bij het narekenen van een 
proefreeks uit het jaar 1925. 
Op 7 Juli 1925 werd een reincultuur van een aromabetacoccus geënt in 
4 kolven gesteriliseerde centrifugemelk, waaraan per 100 ml resp. 1, 2, 4 en 6 
ml n/l zwavelzuur was toegevoegd. Na 3 weken werd voor het azijnzuur-
gehalte gevonden : resp. 1050, 1038, 903 en 833 mg per 1. In de laatste 2 kolven 
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was aroma gevormd, in de eerste 2 niet. Thans weten wij ook, dat in slechts 
2 kolven acetylmethylcarbinol kan gevormd zijn en dat in de kolven met 
1050 en 1038 mg azijnzuur geen of slechts sporen butyleenglycol geweest 
kunnen zijn. Uit deze azijnzuurcijfers blijkt dus duidelijk, dat de vorming 
van met het aroma verbandhoudende stoffen (de C4-verbindingen) ten koste 
van het azijnzuur is gegaan. Voor de verhouding der azijnzuurhoeveelheden 
in de kolven met 1 en 6 ml zwavelzuur werd gevonden: 1,5 : 1,19. 
De duidelijkste resultaten, wat betreft verschillen in de azijnzuurvorming, 
kunnen verwacht worden als wij gevallen vergelijken, waarin het citroenzuur 
eenerzijds in zuur, anderszijds in neutraal milieu wordt omgezet. We kunnen 
dit op twee wijzen uitvoeren, n.1. door de aromabacteriën te kweeken in melk 
en daarnaast in melk met zuur, zooals geschiedde bij de proef van 1925, of 
door de aromabacteriën samen te enten met melkzuurbacteriën in dezelfde 
melk, doch niet gelijktijdig. 
Deze tweede methode is toegepast bij een proef van 17 October 1936. 
3 kolven met gesteriliseerde centrifugemelk werden op verschillende tijdstippen 
geënt met 1 % melkcultuur van de aromabetacoccus a 1, de eerste op 17 Oc-
tober, de tweede op 18 October, de derde op 19 October. Op 19 October 
werden zij bovendien alle drie geënt met 1 % melkcultuur van de melk-
zuurstreptococcus 15. De cultures werden op 21 October geanalyseerd (zie 
tabel 25). 
TABEL 25 
Aromabacterie 
geënt op 
17/10 
18/10 
19/10 
Melkzuurbacterie 
geënt op 
19/10 
19/10 
19/10 
mg per 1 
Citroenzuur 
0 
0 
0 
Carbinol 
0 
0 
244 
Azijnzuur 
1190 
1142 
924 
In de cultures, waarin het grootste deel van het citroenzuur door de aroma-
bacteriën in neutraal milieu kon worden omgezet (de eerste 2 van de tabel), 
is het azijnzuurgehalte het hoogst. In de kolf, waarin acetylmethylcarbinol 
ontstond is het het laagst. Rekening houdende met het feit, dat de melkzuur-
streptococcus 209 mg azijnzuur per liter (zie tabel 26) gemaakt kan hebben, 
vinden we voor de verhouding der azijnzuurcijfers in de le en de 3e kolf 
1,5 : 1,1. 
Bij een andere proef van 18 Januari 1937 werden de resultaten vergeleken 
van de kweeking in centrifugemelk van de aromabetacoccus a 1 en een meng-
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cultuur 15 -|- a 1, benevens van de cultuur van de aromabetacoccus a 1 in 
centrifugemelk met 50 ml n/l melkzuur per 1. 
TABEL 26 
Cultuur Carbinol in mg per 1 
0 
214 
131 
0 
Azijnzuur in mg per 1 
bepaald 
929 
876 
847 
209 
na correctie 
874 
667 
747 
0 
De in tabel 26 aangebrachte correcties in het azijnzuurgehalte betreffen 
de azijnzuurcijfers der cultuurvloeistof vóórdat geënt werd en de aftrek voor 
het door de melkzuurbacterie geproduceerde zuur. 
Ook in melkcultures zien we dus een hooger gehalte aan acetylmethyl-
carbinol correspondeeren met een lager azijnzuurgehalte en omgekeerd. 
We komen dus tot de volgende vier slotconclusies: 
1. De stofwisselingsproducten der aromabacteriën : koolzuur, azijnzuur en 
de C4-verbindingen ontstaan door bacterieele afbraak van het citroenzuur. 
2. Bij de afbraak ontstaan uit 1 molecule citroenzuur ongeveer 2 moleculen 
koolzuur, 1,5 à 1 molecule azijnzuur en 0 à 0,5 molecule C4-ver bindingen. 
3. De ontstane hoeveelheden azijnzuur en C4-verbindingen zijn van elkaar 
afhankelijk, d.w.z. met een hoog azijnzuurgehalte correspondeert een laag 
gehalte aan C4-verbindingen en omgekeerd. 
4. Het proces in neutraal milieu moeten wij beschouwen als het grensgeval 
van deze wisselwerking, waarbij geen C4-verbindingen ontstaan en dus 
het maximum aan azijnzuur geproduceerd wordt. 
Uit de conclusies 2 en 3 kan afgeleid worden, dat bij de ontleding van het 
citroenzuur het azijnzuur of althans een deel ervan en de C4-stoffen uit een-
zelfde tusschenproduct gevormd moeten worden. 
5. Pyrodruivenzuur als tusschenproduct der citroenzuurvergisting 
Op grond van de in hoofdstuk 4 beschreven analyses, mogen wij bij onze 
beschouwingen over de aantasting van het citroenzuur door de aromabeta-
coccen uitgaan van het feit, dat daarbij uit 1 molecule citroenzuur in ieder 
geval 2 moleculen koolzuur en minstens 1 molecule azijnzuur ontstaan. 
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Bezien we de structuurformule van het citroenzuur: 
COOH 
CH2 
HO-C—COOH 
CH2 ff 
COOH 
dan volgen hieruit, indien men aanneemt, dat eerst 2 C02-moleculen gelijk-
tijdig afgesplitst worden, de onderstaande mogelijkheden. 
1. Afsplitsing uit de eindstandige COOH-groepen leidt tot de vorming van 
oc-oxyisoboterzuur. 
2. Afsplitsing uit een eindstandige en de middelste COOH-groep doet 
/5-oxy-normaal-boterzuur ontstaan. 
Als we aannemen, dat de ontleding begint met afsplitsing van 1 C02-
en 1 azijnzuurmolecule dan volgt als meest waarschijnlijke ontledings-
vorm: 
3. Afsplitsing van 1 C02-molecule uit een eindstandige COOH-groep en 1 
azijnzuurmolecule uit de andere eindstandige groep geeft als tusschen-
product pyrodruivenzuur. 
De laatstgenoemde splitsingswij ze heeft daarom veel waarschijnlijks, 
omdat het pyrodruivenzuur als tusschenproduct bij vele microbiëele processen 
genoemd wordt en de mogelijkheid biedt tot verdere ontledings- en conden-
satiereacties. 
Ook de tweede splitsingswij ze is niet onwaarschijnlijk. Voor de verdere 
beschouwingen over de werkzaamheid der aromabacteriën op het tusschen-
product leidt deze stof tot dezelfde resultaten als het pyrodruivenzuur. 
De eerste splitsingswijze is het minst waarschijnlijk, daar hierbij aan-
genomen moet worden, dat de isostructuur van het tusschenproduct voor 
verdere reacties moet worden omgelegd tot een normale. Daar van een dergelijk 
proces wel voorbeelden in de literatuur te vinden zijn, hebben wij het a-ox\-
isoboterzuur aan cultures van aromabetacoccen toegevoegd, echter zonder 
resultaat. 
Bij het gebruik van pyrodruivenzuur werden daarentegen zeer duidelijke 
resultaten verkregen zoowel bij ruikproeven als wat betreft het ontstaan van 
de voor het aromavormingsproces typische verbindingen. 
De ruikproeven met pyrodruivenzuur werden op dezelfde wijze uitgevoerd 
als de ruikproeven in hoofdstuk 3. Er werd dus weer anaerob gezuurd tot het 
citroenzuur geheel verdwenen was en bij het uitgieten in schalen (aerob voort-
(34) C 34 
241 
gezette zuring) werd pyruvaat toegevoegd. De natriumpyruvaatoplossing 
werd gemaakt door een oplossing van bekende sterkte van versch in vacuo 
gedestilleerd pyrodruivenzuur tot bijna neutraal (voor 8/9 deel) te neutrali-
seeren met NaOH-oplossing. Calciumpyruvaatoplossing werd gemaakt uit 
pyrodruivenzuur en calciumcarbonaat. 
Tabel 27 geeft een tweetal der verrichte proeven. 
TABEL 27 
Zuursels in centrifugemelk geënt op 16/4 '35 en anaerob gekweekt 
Uitgegoten in schalen op 17/4 te 17 uur 
Niets . 
0,35 % Na-citraat 
0,056 % Ca-pyruvaat 
0,112 % Ca-pyruvaat 
0,224 % Ca-pyruvaat 
0,058 % Na-pyruvaat 
0,115 % Na-pyruvaat 
Zuursel 1 
18/4 12 u. 
n 
ar 
n 
zza 
n 
za 
ar 
18/4 17 u. 
n 
za 
n 
za 
n 
za 
za 
Zuursel 2 
18/4 12 u. 
n 
ar 
ar 
za 
za 
za 
ar 
18/4 17 u. 
n 
za 
zza 
ar 
zza 
ar 
ar 
De uitkomst der proeven was zeer duidelijk, al wordt de geurbeoordeeling 
in sommige twijfelgevallen wel eens moeilijk gemaakt door den eigen geur van 
pyruvaat of pyrodruivenzuur. Ook bleek bij de proeven, dat niet iedere con-
centratie van pyruvaat een duidelijk resultaat gaf. 
Bij de afbraak van het citroenzuur ontstaat in de eerste phase, naast het 
pyrodruivenzuur, koolzuur en azijnzuur, doch geen acetylmethylcarbinol. 
Deze stof moet dus bij de verdere ontleding gevormd worden en wel uit het 
pyrodruivenzuur, daar koolzuur en azijnzuur gestabiliseerde stoffen zijn. 
De opvatting, dat pyrodruivenzuur tusschenproduct der citroenzuurvergisting 
is, zal dus sterk gesteund worden, indien kan worden aangetoond, dat door de 
in dit onderzoek bedoelde bacteriën uit pyrodruivenzuur acetylmethylcarbinol 
wordt gevormd. 
In tabel 28 vindt men het resultaat van een proef, waarbij Sc. citrophilus 
geënt werd in kolven met 
200 ml P M-vloeistof + 35 ml water en 
200 ml P M-vloeistof -f- 35 ml Na-pyruvaatoplossing, bevattende 714 mg 
pyrodruivenzuur. 
Als controle, om na te gaan of het pyrodruivenzuur niet op dezelfde wijze 
ontleedde door de chemische bewerkingen, noodig voor het bepalen van het 
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carbinol, werd aan geënte kolf jes met P M-vloeistof aan het einde der proef 
pyruvaat toegevoegd en dadelijk carbinol bepaald. Hierbij werd geen carbinol 
gevonden. 
TABEL 28 
Sc. citwphïlus in P M + pyruvaat. Geënt 11/6 '35 
mg per 1 
Azijnzuur 
Carbinol 
P M -f- water 
12/6 
1398 
0 
13/6 
1440 
0 
14/6 
1434 
0 
P M + pyruvaat 
12/6 
1542 
451 
13/6 
1656 
1092 
14/6 
1686 
1110 
De proef geeft dus het zeer duidelijke resultaat, dat Sc. citrophilus uit 
pyrodruivenzuur acetylmethjlcarbinol vormt. Zonder pyruvaat blijft de 
carbinolreactie negatief. 
Bij de cijfers voor het carbinol is deze keer geen rekening gehouden met 
gedeeltelijke carbinolvernietiging door reductie. De cijfers zijn dus minimum -
gehalten. We kunnen berekenen, dat uit 1 molecule pyrodruivenzuur bij deze 
proef gevormd is minstens 0,37 molecule acetylmethylcarbinol. 
De hoeveelheid ontstaan azijnzuur is moeilijker aan te geven. Uit de be-
paling in de 3 dagen oude P M-cultuur, waaraan vóór het verrichten der be-
palingen pyruvaat was toegevoegd, bleek dat pyruvaat zelf eenigszins vluchtig 
is. De cijfers geven hiervoor een correctie, overeenkomende met 121 mg 
azijnzuur per 1. Dit zou beteekenen, dat bij de proef van tabel 28 uit het pyru-
vaat 131 mgr azijnzuur per 1 was gevormd, d.i. 0.07 molecule uit 1 molecule 
pyrodruivenzuur. In werkelijkheid is dit meer, daar bij de proef het pyro-
druivenzuur in de cultuur ontleed is en dan geen vluchtige bestanddeelen 
' bij de azijn zuur bepaling heeft kunnen leveren. Het maximum aan azijnzuur 
is dan 0,123 molecule uit 1 molecule pyrodruivenzuur. 
De getallen blijven dus ook hier ongeveer binnen de grenzen, als in het 
vorige hoofdstuk aangegeven. Daar immers uit het citroenzuurmolecule 
reeds 1 molecule azijnzuur was afgesplitst, moet, uitgaande van pyrodruiven-
zuur het azijnzuurgehalte variëeren van 0 tot 0,5 molecule per molecule pyro-
druivenzuur. 
Het in de cultuur toegevoegde pyrodruivenzuur wordt zeer snel aangetast, 
sneller dan citraat, zooals men ziet uit tabel 29. 
Bij deze proef werd in een blanco nogmaals bevestigd, dat de cultuur zonder 
pyruvaat geen carbinol gaf. Tevens leggen wij er den nadruk op, dat in dezelfde 
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vloeistof, als voor de kweeking gebruikt werd, bij eenzelfden zuurgraad als 
in de proef, n.1. zuurgemaakt met melkzuur, zonder bacteriën, het pyruvaat 
niet omgezet werd tot carbinol. 
TABEL 29 
Aan 36 uur oude cultuur van Sc. citrophilus in PM pyruvaat en citraat toegevoegd 
Carbinol bepaald na verschillende tijden. Vloeistoffen geënt 13/6 '35 
Na 
7 uren 
Carbinol in cultuur met 
pyruvaat 
+ 
+ + 
+ + + 
+ + + + + 
citraat 
± 
± 
+ 
Bij een proef van 17/6 '35 werd met behulp van de methode, beschreven 
door CASE 13), aangetoond, dat na 3 dagen het pyruvaat bijna geheel uit de 
cultuur van Se. citrophilus was verdwenen, terwijl bij een meer uitgebreide 
proef duidelijk bleek hoe bij het verdwijnen van de pyrodruivenzuurreactie 
de carbinolreactie positief werd. In de ongeënte blanco bleef de pyruvaat-
concentratie constant. 
Na deze proeven is getracht aan te toonen, dat ook de aromabetacoccen 
pyruvaat kunnen omzetten tot acetylmethylcarbinol. Dit is op dezelfde wijze 
gedaan. 
Een zuursel IV + a 1 werd geënt in P M-vloeistof op 8/7 '35. Na 2 dagen 
werd pyruvaat toegevoegd en na verschillende tijden carbinol bepaald. 
TABEL 30 
Zuursel IV -f al in P M + pyruvaat 
Na 
2V, uur 
Carbinol 
± 
+ 
+ ( + ) 
+ + + 
De carbinolvorming bij deze proef is duidelijk. Het bleek echter al spoedig, 
dat er ook melkzuurstreptococcen zijn, die pyrodruivenzuur in carbinol 
kunnen omzetten. Hiertoe behoort ook de in de proef van tabel 30 gebruikte 
stam IV. 
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De carbinolproductie van IV + a 1 is wel grooter dan van IV alleen, doch 
hiermede is het bewijs, dat aromabacteriën pyrodruivenzuur omzetten, niet 
geleverd. Daarom is de proef gedaan met reincultures van de aromabetacoccus 
a 1 in P M-vloeistof, waaraan pyruvaat en melkzuurwas toegevoegd (melkzuur 
was noodig, omdat carbinol alleen maar in zuur milieu ontstaat). Hoewel deze 
proeven weinig kans van slagen bieden, omdat in zeer vele gevallen de aroma-
betacoccen niet in een dergelijk milieu aanslaan, mocht het toch gelukken 
het ontstaan van acetylmethylcarbinol aan te toonen. 
Nog een andere methode werd gevolgd om de werkzaamheid der aroma-
bacteriën te bewijzen. Hierboven is opgemerkt, dat er melkzuurstreptococcen 
zijn, die pyruvaat aantasten. Er zijn er echter ook, die dit niet doen. Een 
systematisch onderzoek is hiernaar niet ingesteld, doch uit de proeven blijkt, 
dat er 2 soorten Streptococcen bestaan. 
We weten, dat de gewone melkzuurstreptococcen het citroenzuur niet 
aantasten. Hieruit volgt, dat zij niet in staat zijn tot het uitvoeren van de 
eerste trap dezer afbraak, n.1. tot pyrodruivenzuur. Tot het uitvoeren van de 
tweede trap (ontleding van pyrodruivenzuur) zijn een aantal hunner wèl in 
staat. 
Onze streptococcenstam IV ontleedt pyruvaat, N°. 15 daarentegen niet. 
Werd nu de combinatie 15 + a 1 gekweekt in P M met pyruvaat, dan werd 
wel acetylmethylcarbinol gevormd, hetgeen dus slechts ontstaan kon door de 
werkzaamheid van den aromabetacoccus a 1. 
6. Ontleding van het pyrodruivenzuur 
In het vorige hoofdstuk hebben wij gezien, dat de eerste trap der citroen-
zuurvergisting leidt tot het ontstaan van pyrodruivenzuur. Deze reactie geeft 
geen acetylmethylcarbinol. Dit ontstaat pas bij de ontleding van het pyro-
druivenzuur. 
Daar carbinol een condensatieproduct is van acetaldehyde, ligt het voor de 
hand te veronderstellen, dat het pyrodruivenzuur op de gewone wijze aange-
tast wordt, n.1. door decarboxylatie, waarbij koolzuur en acetaldehyde ont-
staan: 
CH3 . CO . COOH — • C02 + CH3 . CHO. 
Waar de eerste trap der citroenzuurvergisting reeds 1 molecule C02 geeft, 
levert deze reactie het 2e molecule C02, hetgeen dus in overeenstemming zou 
zijn met wat wij vroeger aan C02-vorming bij de citroenzuurontleding vonden. 
Bij de vergisting van pyrodruivenzuur ontstaat nu inderdaad koolzuur. 
Dit kon worden aangetoond met behulp van een eenvoudig toestel, bestaande 
uit 2 Erlenmeyerkolfjes, met elkaar verbonden door een glazen buis en caout-
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chouc stoppen, eenzelfde soort toestel dus als door DEMETER 14) gebruikt 
werd. In de eene kolf werd de cultuurvloeistof (P M) gedaan, in de andere 
een bariumhydroxyde-oplossing. 
Zoowel door Sc. citrophilus als door de combinatie van melkzuur- en aroma-
bacteriën 15 + a 1 werd bij aanwezigheid van pyrodruivenzuur in de cultuur-
vloeistof koolzuur ontwikkeld, hetgeen zich door een sterke troebeling van de 
barytoplossing kenbaar maakte. Tegelijkertijd werd ook acetylmethylcarbinol 
gevormd. 
Een kwantitatieve proef is zeer moeilijk te nemen, omdat in vele gevallen 
een deel van het toegevoegde pyruvaat in onaantastbaren (waarschijnlijk 
gepolymeriseerden) vorm aanwezig is. Bij een der met Sc. citrophilus genomen 
proeven werden de volgende hoeveelheden geproduceerd: 
55 mg koolzuur, 
10 mg azijnzuur, 
46 mg acetylmethylcarbinol. 
Waar nu voor het ontstaan van de eindproducten azijnzuur en acetylmethyl-
carbinol der pyrodruivenzuurontleding geen andere mogelijkheid meer voor-
handen is dan een vorming uit het door afsplitsing van koolzuur ontstane 
acetaldehyde, kunnen we met de cijfers van deze proef de kwantitatieve 
juistheid van de genoemde wijze van pyrodruivenzuurontleding verifieeren. 
De 10 mg azijnzuur zullen n.1. afkomstig zijn van 7 mg aldehyde en de 
46 mg carbinol van 46 mg aldehyde. 
Dit is te zamen 53 mg acetaldehyde naast 55 mg koolzuur, hetgeen goed 
overeenkomt met de volgens de ontledingsformule verwachte gewichtsver-
houding van 1 op 1. 
7. De reacties van het acetaldehyde 
De tot nu toe besproken bacteriëele omzetting van het citroenzuur betreft 
nog slechts de eerste 2 trappen, welke als volgt zijn samen te vatten in formules: 
Ie trap: C6Hs07 — • C02 + CH3. COOH + CH3. CO. COOH. 
2e trap: CH3. CO. COOH — • C02 + CH3. CHO. 
Daarbij ontstaan dus 2 moleculen C02, 1 molecule azijnzuur en 1 molecule 
acetaldehyde. In vorige hoofdstukken is beschreven hoe bij de verrichtte 
proeven steeds een hoeveelheid azijnzuur ontstond, overeenkomende met 
1 à 1 y2 molecule per molecule citroenzuur en een hoeveelheid van hoogstens 
% molecule acetylmethylcarbinol. Bovendien werd daar gewezen op de wissel-
werking tusschen azijnzuur en carbinol, welke zoodanig is, dat een hoog 
carbinolgehalte correspondeert met een laag azijnzuurgehalte en omgekeerd. 
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Deze verhoudingen nu zijn duidelijk af te leiden uit de omzettingen van 
het aeetaldehyde, indien we ons n.1. voorstellen, dat het acetaldehyde door 
de bacteriën op tweeerlei wijze verder verwerkt kan worden, n.1.: 
1°. Een condensatie tot carbinol: 
2 CH3 . CHO — • CH3 . CHOH . CO . CH3. 
In den eindtoestand kan eventueel het carbinol of een deel ervan tenge-
volge van reductie of nevenreacties in een anderen vorm, n.1. als butyleen-
glycol of diacetyl, aanwezig zijn. 
2°. Een omlegging tot azijnzuur en alcohol: 
(H20 + ) 2 CH3 . CHO — y CH3 . COOH + CH3. CH2OH 
Immers zal, indien alleen de Ie reactie verloopt, als eindresultaat 2 koolzuur 
naast 1 azijnzuur en % carbinol verschijnen, terwijl bij het alleen verloopen 
van de 2e reactie het geheele proces aanleiding zal geven tot de vorming 
van 2 koolzuur naast 1% azijnzuur en geen carbinol. 
Hier zien wij dus uit deze reacties de volgens hoofdstuk 4 experimenteel 
bepaalde limites aan den dag treden. In neutraal milieu wordt door de aroma-
bacteriën geen aroma gevormd, noch een der C4-verbindingen. Onder deze 
omstandigheden verloopt dus alleen de 2e aldehydereactie. Alle acetaldehyde 
gaat daarbij dus over in azijnzuur (en alcohol). Dan ontstaat dus de maximale 
hoeveelheid azijnzuur, die gevormd kan worden (zie hoofdstuk 4). In zuur 
milieu ontstaan wel C4-verbindingen. De Ie aldehydereactie treedt dus alleen 
in zuur milieu op. 
De vraag kan nu worden gesteld of wij dit zóó moeten beschouwen, dat 
in zuur milieu deze aldehydereactie de eenig verloopende is. Om deze vraag 
nauwkeurig te kunnen beantwoorden moeten wij het totaal aan C4-verbindingen 
in de analyse betrekken, dus behalve acetylmethylcarbinol + diacetyl, ook 
het butyleenglycol bepalen. 
Een dergelijk volledig onderzoek werd uitgevoerd onder omstandigheden, 
waarbij de zuurgraad constant werd gehouden. Hiertoe werd de aromabeta-
coccus a 1 gekweekt in gesteriliseerde centrifugemelk, waaraan per 1 verschil-
lende hoeveelheden melkzuur waren toegevoegd. 
In tabel 31 vindt men de uitkomsten der carbinol- en glycolbepalingen, 
welke uitgevoerd zijn eenigen tijd nadat alle citroenzuur in de cultures was 
omgezet. In de laatste kolom is aangegeven hoeveel millimol van deze 2 stoffen 
samen ontstaan is. 
De belangrijke conclusie van deze proef luidt, dat het totaal der C4-ver-
bindingen hooger wordt, naarmate de zuurgraad hooger is. 
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TABEL 31 
Vorming van acetylmethylcarbinol + diacetyl en butyleenglycol door aroma-
bacterie a 1 in melk -f- melkzuur. Geënt 5 Juli 1937 
ml n / l 
melkzuur 
per 1 
30 
40 
50 
60 
mg per liter 
carbinol + 
diacetyl 
0 
46 
88 
232 
glycol 
106 
114 
129 
48 
Millimol per 1 
diacetyl + 
carbinol + 
glycol 
1,18 
1,79 
2,43 
3,17 
In figuur 2 is dit verband tusschen het aantal millimol C4-stoffen en den 
zuurgraad grafisch voorgesteld in de lijn, gemerkt a 1. De lijn, gemerkt 19, 1, 
10 ZO 30 HO 50 
MELKZUUR 
60 70 
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geeft het resultaat van een dergelijke proef met de aromabacterie 19,1. Men 
ziet duidelijk, dat het verband door een rechte lijn wordt aangegeven, welke 
de zuurgraadas op een zoodanig punt snijdt, dat overeenkomstig het hierboven 
medegedeelde, bij den zuurgraad O (gewone, niet zuurgemaakte melk) geen 
C4-verbindingen gevormd worden. 
De gegevens voor den aromabacteriestam d zijn ook in deze figuur opge-
nomen. Het verloop der lijn is hetzelfde, doch een complicatie bestaat in het 
feit, dat reeds in neutraal milieu door deze bacterie butyleenglycol geprodu-
ceerd wordt (zie ook tabel 4). Wij troffen onder onze aromabacteriestammen 
slechts één met een dergelijke afwijking aan. Mogelijkerwijs hangt dit uitzonde-
ringsgeval samen met een sterkere aantasting van suiker door deze bacterie. 
De proeven van figuur 2 bevestigen dus, dat er tusschen de werkzaamheid 
der normale aromabetacoccen in zuur en in neutraal milieu een groot verschil 
bestaat. Het blijkt evenwel, dat de Coproductie pas boven een zekeren zuur-
graad gaat beginnen en dat meer C4-stoffen ontstaan naarmate de zuurgraad 
hooger is. Bij hoogeren zuurgraad verschuift het metabolisme der aroma-
bacteriën dus steeds meer in de richting van een sterkere vorming van C4-
producten. 
Hieruit volgt, dat ook in zuur milieu altijd een deel van het acetaldehyde 
volgens de 2e aldehydereactie omgezet wordt. Zelfs bij den hoogsten zuurgraad 
welke in deze proeven werd toegepast, werd het maximum van 0,5 molecule 
C4-stoffen per molecule citroenzuur nog niet bereikt. 
De analyseresultaten, welke in figuur 2 voorgesteld zijn, geven zelfs een 
kwantitatief verband aan tusschen de vorming van C4-stoffen en den zuurgraad. 
Er blijkt n.1. uit deze figuur, dat bij verhoogmg van den zuurgraad de hoeveel-
heid aldehyde, welke van de 2e op de Ie aldehydereactie overgaat, evenredig 
is met de toename van de hoeveelheid zuur in de vloeistof. 
Zelfs bij constanten hoogen zuurgraad zal een deel van het acetaldehyde 
dus overgaan in azijnzuur en alcohol. Des te meer zal dit het geval zijn bij een 
normale zuring met melkzuurbacteriën, waarbij de zuurgraad geleidelijk stijgt. 
Hier wordt door de citroenzuur aantastende bacteriën het citroenzuur om-
gezet bij zuurgraden, welke van 0 af steeds grooter worden. Het gevolg hier-
van is, dat de Ie aldehydereactie in de laatste periode van de zuring meer op 
den voorgrond treedt dan in de eerste periode van de zuring, d.w.z., dat de 
verhouding van C4-verbindingen tot azijnzuur in het begin der zuring kleiner 
moet zijn dan aan het einde der zuring, of dat in het algemeen de hoeveelheid 
ontstane C4-verbindingen per millimol citraat in den aanvang kleiner is dan 
aan het einde. 
Wat dit betreft geeft tabel 23 met de daarbij behoorende figuur 1 een aardige 
illustratie. In deze tabel zijn n.1. ook opgenomen de verschilresultaten van 
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de proeven b en c en de proeven e en f. De gevonden cijfers voor acetylmethyl-
carbinol en azijnzuur van deze verschilanalyses geven dus aan de hoeveel-
heden dezer stoffen, welke gevormd werden uit resp. de laatst omgezette 
730 mg citraat uit een totaal-hoeveelheid van 2200 mg per 1 en het laatst 
omgezette deel van 1450 mg citraat uit een totaal-hoeveelheid van 2920 mg 
per 1. Deze hoeveelheden werden in de laatste periode der zuring, dus bij 
hoogen zuurgraad omgezet en inderdaad werden hier de hoogste carbinol- en 
de laagste azijnzuurcijfers gevonden. 
De twee mogelijke reacties van het acetaldehyde veroorzaken dus het ver-
schijnsel der wisselwerking tusschen de C4-verbindingen en het azijnzuur. 
Daar wij in het voorgaande zagen, dat de hoeveelheid gevormde C4-stoffen 
van den zuurgraad afhangt, zullen wij dus het verloop dezer wisselwerking 
het beste kunnen constateeren in een proefreeks, waarin de aromabacteriën bij 
constanten doch van proef tot proef verschillenden zuurgraad gekweekt worden. 
De resultaten van een dergelijke proefreeks zijn opgesomd in tabel 32. 
De gebruikte aromabetacoccus (stam 19,1) werd geënt in kolven gesteriliseerde 
centrifugemelk, waaraan per 1 was toegevoegd resp. 10, 35, 50 en 65 ml n/l 
melkzuur. De analyse der producten werd na verschillenden tijd uitgevoerd, 
afhankelijk van het tijdstip, waarop het citroenzuur verdwenen was en ook 
met het oog op de vorming van de extra-hoeveelheid azijnzuur, gevormd 
uit de suiker, waarvan wij van te voren niet wisten, wanneer deze beëindigd 
zou zijn. Daarom werd geanalyseerd de eerste keer na het verdwijnen van het 
citroenzuur en de tweede keer een week later. 
TABEL 32 
Aromabetacoccus in melk met verschillende hoeveelheden melkzuur 
Geënt 16 October 1937 
melkzuur 
65 
50 
35 
10 
65 
50 
35 
10 
Bepaald 
na dagen 
5 
3 
3 
9 
12 
10 
10 
16 
Citroen-
zuur 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
mg per liter 
Azijnzuur 
816 
873 
882 
890 
818 
873 
929 
976 
Diacetyl + 
carbinol 
137 
43 
0 
0 
131 
43 
0 
0 
Butyleen-
glycol 
73 
84 
43 
0 
81 
93 
52 
0 
Millimol per 1 
diacetyl + 
glycol + 
carbinol 
2,37 
1,42 
0,48 
0 
2,39 
1,52 
0,58 
0 
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Deze resultaten zijn in figuur 3 grafisch voorgesteld. De lijn A stelt de 
cijfers uit de eerste reeks, dat is dus zoo spoedig mogelijk na het verdwijnen 
van het citroenzuur, voor, de lijn B is de grafiek van de gegevens van een week 
Figuur 3 
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later. Deze laatste is practisch recht. Beide lijnen demonstreeren duidehjk, 
dat een verhooging van het azijnzuurgehalte samengaat met een verlaging 
van het gehalte aan C4-verbindingen. Er blijkt bovendien uit, dat de hoeveel-
heid azijnzuur, welke niet uit citroenzuur afkomstig is, bij hoogen zuurgraad 
snel ontstaat en bij lagen zuurgraad langzaam, hetgeen in overeenstemming 
is met vroegere ervaringen, die leerden, dat de snelheid van de werking der 
aromabacteriën bij hoogen zuurgraad veel grooter is dan bij lagen zuurgraad 1). 
Bij proeven, waarbij de zuurgraad niet constant is, dus bij zuring door melk-
zuurbacteriën, zal men de wisselwerking C4-stoffen-azijnzuur ook bemerken 
daar niet iedere zuring op dezelfde wijze voortschrijdt en in verschillende 
proeven het verloop der citroenzuurontleding niet onder dezelfde zuurgraads-
omstandigheden plaats vindt. 
De in proeven met mengcultures van melkzuurstreptococcen en aroma-
betacoccen optredende wisselwerking kunnen wij demonstreeren in een proef, 
waarbij verschillende aromabacteriënstammen met eenzelfde melkzuur-
streptococcus in melk werden samengeënt. Zie tabel 33. 
De hoeveelheid azijnzuur bij deze proef is berekend met aftrek van het door 
de melkzuurbacteriën geproduceerde aandeel. 
(44) C 44 
251 
TABEL 33 
Melkzuurbacterie N°. 30, op 2/8 '37 in melk geënt, tezamen met aromabacteriën 
Aroma-
betacoceus 
a 
d 
a 1 
N H 36 
Bepaald 
na dagen 
3 
2 
3 
4 
mg per liter 
Azijnzuur 
608 
656 
670 
727 
Diacetyl + 
carbinol 
305 
241 
238 
70 
Butyleen -
glycol 
16 
44 
28 
148 
Millimol per 1 
C4-producten 
3,65 
3,23 
3,01 
2,44 
De cijfers van tabel 33 zijn in de figuur 4 grafisch voorgesteld door de lijn A. 
Ook door 1 aromabetacoccenstam tezamen in melk te enten met verschil-
lende melkzuurbacteriën krijgt men het verschijnsel der wisselwerking te zien. 
Bij dergelijke proeven zijn de lijnen B en C van deze figuur verkregen, waarbij 
B een proef voorstelt met betacoccus d en 3 verschillende melkzuurstrep-
tococcen en 
C eenzelfde proef met betacoccus a. 
Daar bij deze 2 proefreeksen geen butyleenglycol werd bepaald, zijn zij minder 
volledig en daardoor is het verloop der lijnen B en C anders dan van lijn A. Zij 
geven dan ook niet zoo'n nauwkeurig inzicht in de wisselwerking als de lijn A. 
Al deze proeven bewijzen dus wederom duidelijk, hoe met een lager azijn-
zuurgehalte een hoogere concentratie aan C4-verbindingen correspondeert 
en omgekeerd. 
De nauwkeurige en uitgebreide bepalingen van de tabellen 32 en 33 be-
vestigen ook in kwantitatief opzicht, dat het uit het pyrodruivenzuur ont-
stane acetaldehyde op 2 manieren reageert. De 2 mogelijke reacties van het 
aldehyde vereischen n.1. een lineair verband tusschen de hoeveelheden der eind-
producten azijnzuur en C4-verbindingen, daar uit 2 moleculen aldehyde óf 
1 molecule azijnzuur óf 1 molecule C4-verbindingen ontstaat. 
Dit lineaire verband vinden wij in genoemde proeven volledig bevestigd, 
zooals de lijnen B van fig. 3 en A van fig. 4 bewijzen. 
Bij de tweede genoemde aldehydereactie zou naast het azijnzuur ook 
alcohol ontstaan. Wij hebben getracht aan te toonen, dat bij de werkzaamheid 
der aromabacteriën inderdaad alcohol gevormd wordt. Daarvoor werden 
reincultures van aromabacteriën in gesteriliseerde melk gebruikt, omdat in 
deze cultures geen hinderende stoffen als acetylmethylcarbinol en butyleen-
glycol, welke ook alcoholreacties vertoonen, ontstaan. Bovendien heeft het 
gebruik van deze cultures het voordeel, dat er de maximale hoeveelheid 
alcohol in gevormd wordt, omdat de genoemde C4-verbindingen niet ontstaan. 
Destillaten van deze cultures gaven steeds een duidelijke jodoformreactie 
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en in voorzichtig geconcentreerde destillaten kan men ook door verhitting met 
azijnzuur en zwavelzuur de esterreactie te voorschijn roepen. 
Figuur 4 
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Destillaten, verkregen door destillatie uit zwak alkalisch gemaakte cultures 
bevatten een stof, welke door bichromaat-zwavelzuur geoxydeerd wordt tot 
azijnzuur. Hiermede kon ook eenig inzicht verkregen worden in de hoeveelheid 
ontstane alcohol. 
Een cultuur in melk van de aromabetacoccus a, geënt op 8 October 1936, 
werd na 4 weken (alle citroenzuur was toen verdwenen) verwerkt. De eiwitten 
werden verwijderd met het ferrocyanide-zinkacetaat-reagens, het filtraat 
zinkvrij gemaakt en geneutraliseerd met loog en 600 ml met 200 g kalium-
carbonaat gedestilleerd tot 100 ml destillaat verkregen was. Dit werd nog eens 
met 10 ml n/l zwavelzuur gedestilleerd tot weer 100 ml destillaat verkregen 
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was. 20 ml hiervan gaven bij destillatie met zwavelzuur geen vluchtige zuren, 
doch na oxydatie met bichromaat-zwavelzuur was hierin ontstaan 36,8 ml 
n/50 azijnzuur. Bij omrekening op de oorspronkelijke melkcultuur, werd inder-
daad ongeveer y2 molecule per molecule citroenzuur gevonden, gelijk de 2e 
aldehydereactie vereischt. 
Verder wijzen wij er op, dat bij de analyses meestal iets minder koolzuur 
dan 2 moleculen gevonden werd. In hoeverre dit zijn verklaring kan vi aden 
in andere (neven) reacties der tusschenproducten, is niet nader bestudeerd. 
Wij komen dus tot het volgende schema voor de ontleding van het citroen-
zuur door de aromabetacoccen (en Sc. citrophilus): 
Ie trap: C6H807 — • C02 + CH3 . COOH + CH3'. CO. COOH 
2e trap: CH3 . CO . COOH — y C02 + CH3 . CHO. 
3e trap: A : CH3 . CHO — • y2 CH3 . COOH + % C2H5OH 
B : CH3 . CHO — • %, molecule C4-stoffen. 
A treedt in het neutrale melkmilieu op, B verschijnt daarnaast in het zure 
melkmilieu en wel in toenemende mate bij hoogeren zuurgraad. De grensge-
vallen worden dus door de volgende totaal-omzettingen voorgesteld: 
C6H80, — • 2 C02 + iy 2 CH3 . COOH + % C2H5OH en 
C6H807 — • 2 C02 + 1 CH3 . COOH + y2 C4-stof. 
8. Het ontstaan van diaeetyl bij de aromavorming 
In hoofdstuk 2 werden proeven beschreven, welke de zienswijze, dat 
diaeetyl in de cultures alleen maar ontstaat door zuur stof inwerking, duidelijk 
bewijst. De diacetylvorming berust dus op een oxydatieproces. De gangbare 
opvatting van deze oxydatie noemt het acetylmethylcarbinol als de stof, uit 
welke het diaeetyl ontstaat (HAMMER 15, VERTANEN 16). Voor deze opvatting 
zijn inderdaad argumenten aan te voeren; b.v. acetylmethylcarbinol wordt bij 
destillatie aan de lucht voor een deel in diaeetyl overgevoerd; de bekende 
reactie van VOGES-PROSKATTER berust op de oxydatie onder gunstige voor-
waarden (toevoeging van ferrizouten of kreatine) van carbinol tot diaeetyl. 
Onze proeven hebben echter tot een ander inzicht geleid en in dit hoofdstuk 
zullen wij bewijzen, dat in de cultures van een oxydatie van acetylmethyl-
carbinol geen sprake is. 
Voegt men aan de meergenoemde P M-vloeistof een steriele oplossing van 
carbinol toe (670 mg per liter P M) en ent met een aromabetacoccus, dan wordt 
geen aroma gevormd, ook niet als op verschillende tijden na de enting boven-
dien melkzuurbacteriën in de vloeistof geënt worden of als dadelijk een melk-
zuurbacteriën-aromabacteriën-mengsel gebruikt wordt, hoewel toch in alle 
gevallen goede groei der aromabacteriën optrad. 
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Voor een andere wijze van bewijsvoering keeren wij terug tot de proef van 
tabel 11. Deze tabel geeft niet de geheele proef weer. Daarnaast was ook een 
deel van het proefmateriaal gepasteuriseerd. Indien n.1. het acetylmethyl-
carbinol als uitgangsstof voor het diacetyl moet worden beschouwd, is het 
mogelijk, dat we daarbij te maken hebben met een gewone chemische oxydatie 
door de luchtzuurstof of met een biologische oxydatie door de aromabacteriën. 
Indien het eerste het geval is, zal men ook in gepasteuriseerde cultures aan 
de lucht diacetylvorming moeten constateeren. Bij de proef werd dus na het 
onderbreken van de anaerobe zuring een deel direct in schalen uitgegoten en 
een ander deel na pasteurisatie. Om geen sterke geurveranderingen door de 
verhitting van de gezuurde melkcultuur te krijgen, mocht de pasteurisatie 
niet te lang duren. Wij wilden evenwel bij de verhitting de inwerking der lucht-
zuurstof uitsluitend door de cultuur in geheel gevulde flesschen te pasteuri-
seeren. Daarbij deed zich het bezwaar voor, dat roeren of schudden onmogelijk 
was, waardoor de warmtediffusie te langzaam verliep en de bacteriën niet alle 
gedood werden. Wij moesten dus in half gevulde flesschen (door onderdompe-
ling in een waterbad van 80° C) pasteuriseer en. 
Voor het overzicht van deze proef zij verwezen naar tabel 34. 
TABEL 34 
Zuursel IV + al, anaerob in melk gekweekt en na verschillenden zuringsduur 
in open schaaltjes uitgegoten, al of niet na pasteurisatie en geroken op verschillende 
tijdstippen. Geënt 5/2 '35 
In schaaltjes op: 
Citroenzuur : 
Carbinol : 
6/2 9,30 u. 
48 
+ + 
N P 
6/2 11,30 u. 
44,7 
+ +( + ) 
N P 
6/2 15 u. 
35,8 
+ + + 
N P 
6/2 16,30 u. 
30,3 
+ + +( + ) 
N P 
7/2 10 u. 
0 
+ '+ + + + 
N P 
Geur op 6/2 
10,45 u. . . 
12,15 u. . . 
17,30 u . . 
Geur op 7/2 
„ „ 8/2 
„ „ 9/2 
. „ ' „ H/2 
ar 
ba 
ba 
ba 
iets 
diac. 
iets 
diac. 
zza ar 
ba 
ba 
ar 
za 
iets 
diac. 
zza 
iets 
diac. 
zza 
ba 
ar 
n 
iets 
diac. 
n 
n 
ar 
za 
n 
zza? 
n 
n 
N P = niet gepasteuriseerd. 
P = gepasteuriseerd, 
diac. = diacetylgeur. 
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Daaruit zien wij, dat, hoewel veel acetylmethylcarbinol aanwezig is, in de 
gepasteuriseerde cultuur geen aroma optreedt, tenzij in den aanvang in zeer 
geringe mate. Deze geur was echter reeds ontstaan tijdens de pasteurisatie in 
de halfgevulde flesschen, hetgeen beteekent, dat hier een chemische oxydatie 
bij hooge temperatuur in het spel was. Bovendien was ook dit verschijnsel 
verdwenen zoodra de gepasteuriseerde vloeistof citroenzuurvrij was. Daar toch 
op dat moment ook veel acetylmethylcarbinol aanwezig was, moeten we dus 
concludeeren, dat dit bij hooge temperatuur ontstane diacetyl niet van oxydatie 
van carbinol afkomstigwas, maar ontstond door oxydatievan een tusschenproduct. 
Het niet ontstaan van aroma in de gepasteuriseerde cultuur kan niet 
geweten worden aan eenige door de verhitting veroorzaakte verandering, daar 
de cultures, welke in volle fleschjes verhit waren en waarin de bacteriën dus 
niet alle gedood waren, na längeren tijd wel aroma gaven, voor zoover ten 
minste citroenzuur nog aanwezig was. 
Kunnen we dus een chemische oxydatie van het acetylmethylcarbinol 
als uitgesloten beschouwen, een biologische oxydatie is evenzeer te verwerpen. 
Dit leert ons tabel 12, waaruit valt af te leiden, dat, wanneer geen citroenzuur 
meer aanwezig is doch de bacteriën nog wel in staat zijn aroma te produceeren, 
toch geen aroma ontstaat, al is veel acetylmethylcarbinol in de cultuur aanwezig. De 
aromaproductie is onaf hankelijk van het carbinol en blijkens deze proef is slechts 
de aanwezigheid van citroenzuur voorwaarde voor het ontstaan van diacetyl. 
De proeven dwingen ons dus tot de verklaring, dat het diacetyl bij de aroma-
vorming ontstaat door de oxydatie van een tusschenproduct der citroenzuur -
ontleding en het is het eenvoudigste om aan te nemen, dat dit tusschenproduct 
het acetaldehyde is: 
2 CH3 . CHO + V% 0 2 — y CH3 . CO . CO . CH3 + H20. 
9. Het verdwijnen van aroma 
Zooals reeds vroeger opgemerkt werd, kunnen de aromabacteriën het 
acetylmethylcarbinol reduceeren tot butyleenglycol. Tegelijkertijd verdwijnt 
dan ook het aroma (zie tabel 3), zoodat ook het diacetyl blijkbaar gereduceerd 
wordt, waarschijnlijk via acetylmethylcarbinol. In onze proeven konden wij 
geen enkele aanwijzing vinden, dat hierbij tegelijkertijd een andere stof uit de 
citroenzuurstofwisseling wordt geoxydeerd. Waarschijnlijk treden hier dus 
reacties op met tusschenproducten van de suikerafbraak der aromabacteriën. 
Voor de goede aromatische eigenschappen van een zuursel is dit reductie -
verschijnsel niet gunstig. Indien n.1. na de omzetting van het citroenzuur de 
aromabacteriën nog zóó krachtig actief zijn, dat zij tot duidelijke reductie 
van diacetyl en acetylmethylcarbinol in staat zijn, verliest zoo'n zuursel zijn 
aroma bij het ouder worden. 
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Het is alleen het diacetyl, dat van belang is voor den aromageur. Acetyl-
methylcarbinol en butyleenglycol zijn geen factoren van den aromageur. De 
aanwezigheid van acetylmethylcarbinol in een zuursel, gelijk men die met de 
kreatmereactie kan aantoonen, bewijst wel, dat het zuursel actieve aroma-
bacteriën bevat, behoeft echter geen aanwijzing te zijn, dat het zuursel goeden 
aromageur zal vertoonen. Ook weten wij, dat de anaerobe zuring een product 
geeft met een sterke carbinolreactie, doch zonder aromatischen geur. 
Anderzijds mag uit de afwezigheid in een zuursel van acetylmethylcarbinol 
niet besloten worden, dat het geen aromabacteriën bevat of dat deze inactief 
gebleven zijn, omdat het carbinol tot butyleenglycol gereduceerd kan zijn. 
Man mag slechts tot afwezigheid of onwerkzaamheid der aromabacteriën 
concludeeren indien het zuursel in uitgezuurden toestand nog citroenzuur bevat. 
10. Het schema der citroenzuurvergisting 
Vatten wij het materiaal der vorige hoofdstukken samen, dan kunnen wij 
het proces der ontleding van het citroenzuur door de aromabetacoccen in het 
onderstaande schematische overzicht voorstellen. Dit schema geldt evenzeer 
voor Streptococcus citrophilus. 
Citroenzuur COOH. CH2. C (OH . COOH). CH2 . COOH 
1 CH3 . COOH 1 C02 1 CH3 . CO . COOH 
azijnzuur koolzuur pyrodruivenzuur 
1 C02 1 CH3 . CHO 
koolzuur acetaldehyde 
In neutraal milieu In zuur milieu bovendien 
i/2 CH3 . COOH + y2 C2H5OH | 
azijnzuur alcohol 
anaerob aerob -f 0 2 
i/2 CH3 . CHOH . CO . CH3 CH3 . CO . CO . CH3 
acetylmethylcarbinol diacetyl 
L J 
Reductie 
3H . CHOI 
butyleenglycol 
CH3 . CHO H . CH3 
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In dit schema reageert het acetaldehyde op 2 verschillende manieren. 
Naarmate de zuurgraad hooger is condenseert er meer aldehyde tot C4-stoffen 
en gaat er minder in azijnzuur en alcohol over. Hierdoor ontstaat dus een 
wisselwerking tusschen het azijnzuur eenerzijds en de C4-stoffen anderzijds, 
in dien zin, dat een hoog azijnzuurgehalte samengaat met een laag gehalte 
aan C4-stoffen en omgekeerd. 
In neutraal milieu, zooals voorkomt bij het kweeken van reincultures van 
aromabetacoccen in melk, ontstaan geen C4-stoffen en wordt dus in den eind-
toestand uit 1 molecule citroenzuur 2 moleculen koolzuur, 1% molecule 
azijnzuur en y2 molecule alcohol gevormd. 
In anaerob zuur milieu ontstaan in het grensgeval 2 moleculen koolzuur, 
1 molecule azijnzuur en % molecule acetylmethylcarbinol, dit laatste eventueel 
geheel of gedeeltelijk gereduceerd tot butyleenglycol. 
Daar echter in zuur milieu naast de G4-stoffen-productie uit aldehyde ook 
altijd de vorming van azijnzuur en alcohol optreedt, zullen we dit grensgeval 
van de maximale vorming van C4-stoffen in de praktijk nooit tegenkomen. 
Bij een zuursel b.v. geschiedt de citroenzuurontleding bij een stijgenden zuur-
graad en daar de verhouding van C4-stoffen tot azijnzuur toeneemt bij hoogeren 
zuurgraad, zal deze dus pas bij het einde der zuring haar hoogste waarde 
bereiken. Bij het begin der zuring is deze verhouding klein (begint zelfs bij 0) 
en daardoor wordt na afloop der bacteriewerking de verhouding 0,5 : 1,0 
van het grensgeval nooit bereikt. 
In geaereerd zuur milieu wordt een deel van het acetaldehyde geoxydeerd 
tot diacetjl. Onder praktijkomstandigheden (zuursel, room) kan deze oxydatie 
alleen plaats vinden in het met de lucht ia aanraking zijnde oppervlak der 
cultuurvloeistof (melk of room). 
Aan het slot van hoofdstuk 3 zijn 2 mogelijkheden geopperd voor de 
werking van het citroenzuur in de aromabacteriëncultures, n.1. een ontstaan 
der gistingsproducten uit het citroenzuur zelf of een ingrijpen van het citroen-
zuur in de suikerstofwisseling. Het schema is opgebouwd op grond van de eerst-
genoemde veronderstelling. De verkregen kwantitatieve gegevens zijn hiermede 
alle in overeenstemming. Toch willen wij hiervan aan de hand van proeven, 
waarbij een uitgebreide analyse verricht werd, nog een nadere bevestiging 
geven. 
Van de proef, waarvan in tabel 32 een overzicht gegeven werd, is daartoe 
in tabel 35 een overzicht gegeven van het aantal mg, het aantal millimol en 
de overeenkomstige hoeveelheid koolstof per 1 van de gistingsproducten 
azijnzuur, acetylmethylcarbinol (waaronder ook diacetyl begrepen is) en 
butyleenglycol, benevens in de laatste kolom de som van de geheele in deze 
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stoffen aanwezige hoeveelheid koolstof. Het gistingsproduet koolzuur is hierbij 
niet mede in rekening gebracht, omdat dit bij alle proeven altijd in dezelfde 
hoeveelheid (2 moleculen per molecule citroenzuur) ontstaat. 
TABEL 35 
Zuur-
graad 
65 
50 
35 
10 
Azijnzuur 
mg 
818 
873 
929 
976 
m.mol. 
13,63 
14,55 
15,57 
16,27 
mg C 
327,2 
349,2 
372 
390 
Acetylmethyl-
carbinol 
mg 
131 
43 
0 
0 
m.mol. 
1,49 
0,49 
0 
0 
mg C 
71,5 
23,5 
0 
0 
Butyleenglycol 
mg 
81 
93 
52 
0 
m.mol. 
0,90 
1,03 
0,58 
0 
mg C 
43,2 
49,6 
27,7 
0 
Totaal 
mg C 
441,9 
422,3 
399,7 
390 
Als het schema juist is, moet de totale hoeveelheid koolstof, in de gistings-
producten gevonden, in alle 4 gevallen dezelfde zijn. In de tabel zien wij echter 
een daling van deze hoeveelheid bij lageren zuurgraad. Doch bij bovenstaande 
berekening hebben wij geen rekening gehouden met den ontstanen alcohol. 
Daar bij de vorming van azijnzuur uit het acetaldehyde een aequimoleculaire 
hoeveelheid alcohol ontstaat, zal het alcoholgehalte bij stijgende azijnzuur-
hoeveelheid, dus bij lageren zuurgraad, toenemen. Als de hoeveelheid azijnzuur 
dus met een bepaald aantal millimol toeneemt, moet de hoeveelheid alcohol 
met hetzelfde aantal millimol toenemen. Deze berekening is uitgevoerd in 
tabel 36. 
TABEL 36 
Zuurgraad 
65 
50 
35 
10 
Azijnzuur 
mg 
818 
873 
929 
976 
Toename 
55 
111 
158 
Alcohol 
mg C 
-22 
44,4 
63,2 
Totaal 
mg C 
441,9 
444,3 
444,1 
453,2 
In de 4e kolom is aangegeven hoeveel meer koolstof er in den vorm van 
alcohol aanwezig is dan bij zuurgraad 65. Deze cijfers betreffen dus niet de 
werkelijke hoeveelheid alcohol. In de 5e kolom is bij deze alcoholkoolstof 
opgeteld de hoeveelheid koolstof in den vorm van azijnzuur, carbinol, diacetyl 
en glycol, d.i. de cijfers uit de laatste kolom van tabel 35. 
We zien uit deze berekening hoe het koolstoftotaal onder de 4 verschillende 
omstandigheden, in aanmerking genomen de analyseonnauwkeurigheden, 
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prachtig constant is, hetgeen wel een duidelijk bewijs is, dat wij hier een typi-
sche citroenzuurgisting hebben. 
Het bij de koolstofbalans van tabel 24 gevonden tekort wordt dus thans 
verklaard door den bij deze tabel niet in rekening gebrachten alcohol. 
Nog een andere berekening geeft een aanwijzing over de juistheid van het 
citroenzuurvergistingsschema. Volgens dit schema moet 1 molecule citroen-
zuur afgebroken worden, zóó dat o.a. ontstaan: 
1 + x moleculen azijnzuur en 
0,5 — x moleculen C4-verbindingen, 
waarbij x naar gelang der omstandigheden (zuurgraad) kan variëeren van 
0 tot 0,5. De som van dit aantal moleculen is dus altijd 1,5. 
Bij bovengenoemde proef is niet precies bekend hoeveel azijnzuur uit 
suiker en hoeveel uit citroenzuur afkomstig is. Een benaderde waarde voor 
de hoeveelheid, die uit suiker ontstond, kunnen wij aangeven door gebruik 
te maken van de omstandigheid, dat bij lagen zuurgraad en vooral in neutrale 
melk de vorming van azijnzuur uit suiker zóó langzaam verloopt, dat nog 
na het verdwijnen van het citroenzuur een groot deel van dit azijnzuur gevormd 
wordt. Deze hoeveelheid bedraagt 976 — 890 = 86 mg (zie tabel 32), d.i. 
1,43 millimol per liter. 
In tabel 37 is de met behulp van dit gegeven berekende, benaderde waarde 
voor de hoeveelheid uit citroenzuur ontstaan azijnzuur opgegeven naast de 
hoeveelheid C4-verbindingen. We zien nu, dat de som van deze vrijwel constant 
is en overeenkomt met ongeveer 1,5 millimol per millimol citroenzuur, daar 
melk bijna 10 millimol citroenzuur per 1 bevat. 
TABEL 37 
Millimol 
azijnzuur 
12,20 
13,12 
14,14 
14,84 
Millimol 
Cj-verbindingen 
2,39 
1,52 
0,58 
0 
Som 
14,59 
14,64 
14,72 
14,84 
Het opgestelde schema geeft dus een bevredigende verklaring van 
alle verschijnselen, welke zich in de cultures van aromabetacoccen kunnen 
voordoen 
Wij stellen ons voor in een volgend artikel de ontwikkelde principes toe te 
passen ter verklaring van het gedrag van zuur sels. 
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C O N C L U S I E S 
1. Aromabacteriën vormen in melk zonder eenige toevoeging als hoofd-
producten azijnzuur en koolzuur. Aromageur wordt niet waargenomen. 
2. In zuurgemaakte melk of in mengcultuur met melkzuurbacteriën ont-
staan door de werking der aromabetacoccen: aromageur en de stoffen diacetyl 
(de hoofdcomponent van den aromageur), acetylmethylcarbinol, butyleen-
glycol, azijnzuur en koolzuur. 
Diacetyl ontstaat alleen als oxydatie door luchtzuurstof mogelijk is. Bij 
anaerobe zuring wordt geen diacetyl (en geen aromageur) gevormd. 
Het acetylmethylcarbinol vindt men zoowel bij aerobe als bij anaerobe 
zuring. Het kan door reductie overgaan in butyleenglycol. 
Deze drie verbindingen zijn karakteristiek voor de werking der aromabeta-
coccen in zuur milieu; wij vatten ze samen onder den naam C4- ver bindingen. 
3. Het citroenzuur der melk wordt door de aromabacteriën ontleed, in 
neutraal milieu langzaam, in zuur milieu snel. 
Aromageur, C4-verbindingen, azijnzuur en koolzuur worden alleen gevormd 
als citroenzuur in den voedingsbodem aanwezig is, behoudens een kleine 
hoeveelheid azijnzuur, welke uit suiker gevormd wordt. 
Het citroenzuur is dus de bron van deze stoffen. 
4 . Kwantitatieve bepalingen leerden, dat bij de citroenzuurontleding 
zoowel in cultures van Streptococcus citrophilus (die zich gedraagt als een 
cultuur van aromabetacoccen + melkzuurstreptococcen) als in mengcultures 
van aromabacteriën met melkzuurbacteriën, als in reincultures van aroma-
bacteriën in al of niet zuurgemaakte voedingsvloeistoffen, uit 1 molecule 
citroenzuur ontstaan: 
a. ongeveer 2 moleculen koolzuur, 
6. een hoeveelheid azijnzuur, welke tusschen 1 en 1 y2 molecule varieert en 
c. een hoeveelheid C4-verbindingen, variëerend van 0,5 tot 0 moleculen. 
Bij hoogeren zuurgraad wordt een grootere hoeveelheid C4-verbindingen, 
doch een kleinere hoeveelheid azijnzuur gevormd. 
Er is dus een wisselwerking tusschen de C4-verbindingen en het azijnzuur, 
welke bewijst, dat deze C4-stoffen en een deel van het azijnzuur uit hetzelfde 
tusschenproduct der citroenzuuromzetting ontstaan. 
De werkzaamheid in neutraal milieu is het grensgeval van deze wissel-
werking, waarbij dus geen C4-verbindingen ontstaan, doch het maximum aan 
azijnzuur gevormd wordt. 
5. Pyrodruivenzuur is waarschijnlijk een der tusschenproducten van de 
citroenzuurontleding. De vorming van aromageur, C4-verbindingen, koolzuur 
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en azijnzuur uit deze stof kon worden bewezen. Bij de splitsing van het citroen-
zuurmolecule ontstaat naast 1 molecule pyrodruivenzuur 1 molecule koolzuur 
en 1 molecule azijnzuur. 
6. Wij stellen ons voor, dat het pyrodruivenzuur ontleedt onder vorming 
van koolzuur en acetaldehyde. Dit laatste reageert nu op twee wijzen verder. 
a. condensatie tot acetylmethylcarbinol: 2 CH3 . CHO >- CH3 . CO. CHOH. 
.CH3. 
Eventueel ontstaat daarnaast door oxydatie of reductie resp. diacetyl 
of butyleenglycol; 
b. Omlegging tot azijnzuur en alcohol: 2 CH3 . CHO + H 2 0—>-CH 3 . 
COOH + CH3 . CH2OH. 
Deze reacties verklaren het verschijnsel der wisselwerking tusschen C4-
producten en azijnzuur. Het onder 4. genoemde tusschenproduct is dus acet-
aldehyde. 
In neutraal milieu treedt alleen reactie b op, in zuur milieu ook reactie a. 
Bij hoogeren zuurgraad wordt meer acetaldehyde volgens reactie a omgezet 
dan bij lageren zuurgraad. 
Het lineair verband tusschen de hoeveelheden azijnzuur en C4-verbin-
dingen, dat volgens deze opvatting bestaan moet, werd inderdaad gevonden. 
Ook alcohol kon in de cultures worden aangetoond. 
Tevens geeft dit ontledingsverloop de verklaring van de bij punt 4 genoemde 
grenzen der moleculaire hoeveelheden azijnzuur (1 tot 1,5) en C4-stoffen (0,5 
tot 0), welke uit 1 molecule citroenzuur ontstaan en van het feit, dat altijd 
(onafhankelijk van de omstandigheden) 2 moleculen koolzuur gevonden worden. 
7. Diacetyl wordt niet gevormd door oxydatie van acetylmethylcarbinol, 
doch door oxydatie van een tusschenproduct, waarschijnlijk het acetaldehyde: 
2 CH3 . CHO + y2 0 2 — y HaO + CH3 . CO . CO . CH3. 
8. Het complex van verschijnselen bij de citroenzuurvergisting door 
aromabacteriën werd voorgesteld in een schema. Dit schema treft men aan op 
blz. 256 (50). 
Men kan hieruit aflezen, dat na afloop der gisting uit 1 molecule citroen-
zuur ontstaan moet zijn: 
in neutraal milieu 2 koolzuur + 1,5 azijnzuur -f 0,5 alcohol en 
in zuur milieu 2 koolzuur + (1,5 — x) azijnzuur + (0,5 — x) alcohol + x C4-
verbindingen, waarin x grooter dan O, doch maximaal 0,5 is. 
9. Indien werkelijk alle genoemde ontledingsproducten uit het citroen-
zuur zelf afkomstig zijn, moet de som van de hoeveelheden koolstof in de 
eindproducten onafhankelijk van de omstandigheden zijn. Dit bleek inder-
daad het geval te zijn, indien mede rekening gehouden werd met de hoeveelheid 
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alcohol, welke bij de acetaldehydereactie b ontstaat. Deze som was bovendien 
gelijk aan de hoeveelheid koolstof, welke aanwezig is in de normaal in melk 
voorkomende hoeveelheid citroenzuur. 
10. De gegeven voorstelling verklaart op bevredigende wijze de tot nu 
toe bij cultures van aromabacteriën waargenomen verschijnselen. 
C O N C L U S I O N S 
The decomposition of citric acid by the betacocci of butter cultures 
1. The fermentation products of aroma betacocci (Betacoccus cremo-
ris), grown in milk without any addition, are acetic acid and carbonic acid. 
2. In acidified milk and in milk cultures of aroma betacocci + lactic 
acid streptococci the betacocci produce the typical butter aroma and the 
following substances: diacetyl (the principal component of the odour of 
ripened butter), acetoin, 2-3-butylene-glycol, acetic acid and carbonic acid. 
Diacetyl is only formed as the result of an oxidation process, when the 
oxygen of the air has access to the culture. When cultivated anaerobically 
diacetyl and aroma are not observed. 
Acetoin is found in aerobic and anaerobic cultures. I t may be reduced 
to butylène glycol by the action of the betacocci. 
Consequently the metabolism of the betacocci in neutral medium differs 
from that in acid medium in the formation of aroma and of the 3 substances 
diacetyl, acetoin and butylène glycol in the latter. 
These 3 substances we shall call „C4-compounds". 
3. The aroma betacocci attack the citric acid of the milk. There is a 
rapid decomposition of this acid in acid medium, but a slow one in neutral 
medium. 
Aromatic odour, C4-compounds, acetic acid and carbonic acid are only 
produced when the nutritive medium contains citric acid. Consequently 
citric acid is the source of all these substances. 
However it must be stated that a small amount of acetic acid is produced 
from sugar. 
4. I t was derived from quantitative estimations that in cultures of 
Streptococcus citrophilus (this bacterium behaves as a mixed culture of 
betacocci and streptococci) and in cultures of aroma betacocci, as well as in 
cultures of lactic streptococci -f- betacocci one molecule of citric acid gives 
rise to the formation of 
a. nearly 2 molecules of carbon dioxide, 
b. an amount of acetic acid varying from 1 to 1,5 molecule and 
c. a quantity of C4-compounds varying from 0,5 to 0 molecule. 
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The higher the acidity the greater the amount of C4-compounds and the 
lesser the amount of acetic acid (fig. 1 and 2). 
This reciprocal action between acetic acid and C4-compounds proves that 
the C4-compounds and a part of the acetic acid are produced from the same 
intermediate substance. 
The action in neutral medium is the extreme example of this reciprocal 
action. In this case the maximal amount of acetic acid is produced and C4-
compounds are absent. 
5. I t is highly probable that pyruvic acid is an intermediate product 
of the citric acid fermentation. The production of aroma, C4-compounds, 
acetic acid and carbon dioxide from this substance could be demonstrated. 
The citric acid molecule is decomposed to 1 molecule of pyruvic acid, 
1 molecule of acetic acid and 1 molecule of carbon dioxide. 
6. Pyruvic acid is splitted to carbon dioxide and acetaldehyde. The 
latter reacts in two ways: 
a. Condensation to acetoin: 2 CH3 . CHO—>• CH3 . CO . CHOH . CH3. 
When oxidation or reduction occurs eventually a part of the acetaldehyde 
may also be found in the form of the other C4-compounds, diacetyl or 
butylène glycol. 
b. A Cannizaro reaction, i. e. transformation to ethyl alcohol and acetic 
acid: 2 CH3 . CHO + H 20 — y CH3 . CH2OH + CH3COOH. 
These 2 reactions explain the phenomenon of the reciprocal action between 
C4-compounds and acetic acid. Consequenty acetaldehyde must be consi-
dered as the intermediate substance mentioned in conclusion 4. 
In neutral medium only reaction „6" occurs, in acid medium reaction „a" 
too. With higher acidity a greater percentage of the acetaldehyde is transfor-
med to C4-compounds (reaction a) than with lower acidity. 
I t follows from the reactions a and b that the graphical connection between 
the amounts of C4-compounds and acetic acid must be represented by a 
straight line. Indeed this was found in the experiments (fig. 3). 
According to reaction b ethyl alcohol is produced. This compound could 
be demonstrated in the cultures. 
This system of citric acid decomposition also accounts for the varying 
molecular amounts of acetic acid (1 —1,5) and C4-compounds (0,5 — 0), 
mentioned in conclusion 4 and for the fact that, independent of the acidity, 
always 2 molecules of carbon dioxide are produced from 1 molecule of citric acid. 
7. Diacetyl is not an oxidation product of acetoin, but of an intermediate 
substance, probably acetaldehyde: 2 CH3 . CHO + y2 0 2 >-H20 + CH3 . 
CO . CO . CH3. 
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8. The process of the citric acid decomposition and the transformation 
of the intermediate products by Betacoccus cremoris is represented in the 
following scheme. 
Citric acid COOH . CH2. C (OH . COOH). CH2. COOH 
1 CH3 . COOH 1 C02 1 CH3 . CO . COOH 
acetic acid carbon pyruvic acid 
dioxide 
1 C02 1 CH3 . CHO 
carbon dioxide acetaldehyde 
In neutral medium In acid medium 
% CH3 . COOH + y% C2H6OH as in neutral medium; moreover 
acetic acid ethyl alcohol I 
anaerobically aerobically -j- 0 2 
i/2 CH3 . CHOH . CO . CH3 CH3 . CO . CO . CH3 
acetoin diacetyl 
J r 
Reduction 
CH3 . CHOH . CHOH . CH3 
butylène glycol. 
Consequently the total amount of fermentation products from one citric 
acid molecule is: 
in neutral medium 2 carbon dioxide + 1,5 acetic acid + 0,5 ethylalcohol, 
in acid medium 2 carbon dioxide + (1,5 — x) acetic acid + (0,5 — x) 
ethyl alcohol + x C4-compounds, 
in which the theoretical maximal value of x is 0,5. 
9. If all these fermentation products mentioned are produced from 
citric acid the total amount of carbon, found in the reaction products, must 
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be independent of the circumstances of the experiment. We could demon-
strate in experiments with cultures of different acidities that this amount of 
carbon was constant, when ethyl alcohol too was taken into account (deter-
minations of this substance were not carried out). This amount of carbon 
was the same as the carbon content of the citric acid, present in normal milk. 
10. With this scheme of citric acid decomposition all phenomena, observed 
with cultures of aroma betacocci may easily be explained. 
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